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El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte por cáncer en los países 
occidentales. Es resistente a la terapia convencional, metastásico y con una tasa 
de supervivencia a 5 años del 15%. Las mejoras del diagnóstico genético, junto 
con los últimos avances en el diseño de inhibidores (generalmente de proteínas 
quinasas), han proporcionado un beneficio clínico significativo para un 
subconjunto de pacientes de adenocarcinoma pulmonar (AC) cuyos tumores 
tienen mutaciones activadoras en genes que codifican proteínas críticas para la 
progresión tumoral como EGFR. Los inhibidores dirigidos contra el dominio 
tirosina quinasa (ITQs) de EGFR de 1ª generación erlotinib y gefitinib han 
demostrado una eficacia clínica sin precedentes para el tratamiento del AC 
pulmonar con EGFR mutado. Sin embargo, los pacientes inevitablemente sufren 
una recaída por la aparición de resistencia debida a múltiples mecanismos 
moleculares. Algunos tumores adquieren nuevas mutaciones en EGFR (T790M), 
pero el osimertinib, un ITQ de 3ª generación recientemente aprobado, supera esta 
resistencia, si bien estos pacientes también recaerán. Una fracción significativa 
de pacientes muestran signos de activación de la transición epitelial-
mesenquimal (EMT), un programa transcripcional caracterizado por la represión 
de la cadherina epitelial (CDH1) y la expresión de marcadores mesenquimales y 
factores de transcripción como ZEB1y SNAI1. La EMT está involucrada en la 
metástasis de los carcinomas y la resistencia a los fármacos antitumorales. Por 
desgracia, no hay terapias efectivas disponibles para bloquear el fenotipo EMT.  
La EMT media transiciones reversibles entre múltiples estados celulares a través 
de mecanismos epigenéticos complejos. Sin embargo, en el contexto del AC 
EGFR mutante con resistencia adquirida al osimertinib, no hay estudios 
sistemáticos dicha reprogramación epigenética en modelos celulares de AC 
pulmonar resistentes al osimertinib dirigidos por la EMT. El objetivo general de 
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la tesis es identificar los mecanismos epigenéticos que controlan el proceso 
EMT. Para generar modelos celulares de AC pulmonar resistentes al osimertinib 
utilizamos un amplio panel de líneas celulares EGFR mutantes que fueron 
expuestos a concentraciones crecientes del ITQ. Estos modelos mostraron 
evidencias moleculares de activación del fenotipo EMT. Paralelamente, un 
metanálisis de datos genómicos publicados identificó reguladores epigenéticos 
que podrían dirigir el fenotipo EMT en líneas celulares y pacientes con AC 
pulmonar resistente a los ITQs, como CRABP2 y KDM6B. Los estudios 
funcionales utilizando ARNi, la transducción lentiviral e inhibidores específicos 
permitieron caracterizar la contribución de estos factores epigenéticos al fenotipo 
resistente al osimertinib, dando lugar a nuevos biomarcadores de respuesta a los 
ITQs y a dianas moleculares que podrían servir para diseñar nuevas estrategias 
terapéuticas que retrasen la adquisición de la resistencia a los ITQs, aumentando 
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1. El cáncer es una enfermedad genética 
El cáncer es un conjunto de enfermedades relacionadas con el crecimiento 
celular descontrolado, llegando a formar una masa anormal de tejido, 
denominada tumor o neoplasia, que en su expansión puede destruir y sustituir a 
los tejidos normales. Cuando adquieren la capacidad de diseminar e invadir 
tejido circundante, alcanzar el torrente sanguíneo o linfático y metastatizar 
órganos distantes se denominan tumores malignos. (Wallace, 1995). El cáncer 
es capaz de aparecer prácticamente en cualquier lugar del organismo, y se origina 
a partir de la mayoría de tipos celulares, agrupando así a más de 100 
enfermedades con diversos factores de riesgo y distintas características genéticas 
y fenotípicas (Sporn, 1991). 
El principal criterio para clasificar el cáncer es en función del tipo celular a partir 
del cual se origina. El carcinoma es el tipo más frecuente y se origina a partir de 
células epiteliales. Estas son células que tapizan la superficie de glándulas y 
órganos. Los sarcomas son tumores que derivan de células de tejido conectivo o 
conjuntivo, del que derivan los huesos, los músculos, los cartílagos, etc. 
Leucemias, linfomas y mielomas se originan a partir de los precursores 
hematopoyéticos, y los neuroblastomas y gliomas de células del sistema 
nervioso.  
Con el paso del tiempo la definición de cáncer se ha ido actualizando desde que 
Theodor Boveri propuso que la división celular descontrolada del cáncer estaba 
causada por alteraciones cromosómicas (Boveri 1902). De tal modo, actualmente 
definimos al cáncer como una enfermedad genética, en la que las células 
tumorales adquieren diversos cambios o mutaciones en su secuencia de ADN 
que son las responsables de una serie de propiedades y funciones, como aportar 
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un aumento de la capacidad de proliferación y de supervivencia, que suponen 
una ventaja frente a las células no tumorales vecinas, ya que permiten a las 
células tumorales la evasión de los mecanismos homeostáticos tisulares. No 
obstante, los agentes etiológicos que provocan estas mutaciones somáticas (es 
decir, la relación causal entre factores ambientales y las alteraciones genéticas 
producidas durante la replicación del ADN en las células somáticas) siguen 
siendo objeto de controversia (Garraway, Stratton, Campbell et al. 2009, Lander 
2013).  
Desde 1761 cuando John Hill demostró la correlación entre el cáncer nasal y el 
tabaco en polvo, junto a numerosos estudios epidemiológicos posteriores, el 
papel que juegan los factores ambientales en la carcinogénesis es bien conocido 
(Hill 1761, Pott 1775). La importancia de la herencia genética se ha confirmado 
en estudios con gemelos y mediante la identificación de distintos genes que 
predisponen a la aparición de ciertos síndromes que incrementan la 
predisposición al desarrollo de cánceres. Por otra parte, los estudios genómicos 
más recientes han demostrado que los errores en la replicación del ADN juegan 
un papel clave en la aparición de mutaciones oncogénicas, estimando que la 
media de las alteraciones genéticas causadas por factores ambientales ronda el 
23% (siendo más del 60% en cáncer de pulmón, piel o esófago), mientras que  
solo un 5% es debida a la herencia genética y hasta un 66% a errores en la 
replicación del ADN (Tomasetti, Li et al. 2017). 
Independientemente del tipo de mutación (cambios de bases, inserciones, 
deleciones, translocaciones), las mutaciones somáticas del genoma tumoral se 
pueden clasificar en función de cómo influyen sobre la carcinogénesis. Es decir, 
no todas las alteraciones genéticas presentes en el tumor afectan al desarrollo del 
cáncer; es más, hay algunas que no contribuyen. Por tanto, se pueden diferenciar 
en mutaciones pasajeras y mutaciones conductoras. Las primeras no aportan una 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
18 
 
ventaja al crecimiento del tumor y por tanto no se seleccionan positivamente 
pues no tienen consecuencias funcionales para la célula. Sin embargo, las 
mutaciones conductoras sí que se seleccionan positivamente durante la evolución 
tumoral debido a que aportan una ventaja en el desarrollo del tumor, y cuando 
una célula adquiere una mutación conductora mantendrá las mutaciones 
pasajeras que presentaba en ese momento durante la expansión clonal (Stratton, 
Campbell et al. 2009). Aquellos genes implicados en la regulación del 
crecimiento, la diferenciación o la muerte celular, cuando se ven afectados por 
mutaciones conductoras y como consecuencia de estas, se activan 
constitutivamente (dando lugar a una ganancia de función), reciben el nombre de 
protooncogenes, y una vez mutados se les denomina oncogenes, ya que ejercen 
una función protumoral. Sin embargo, en aquellos genes que ejercen un papel 
regulador negativo de las funciones protumorales, las mutaciones son 
inactivadoras y por lo tanto producen una pérdida de la función antitumoral, 
recibiendo el nombre de genes supresores tumorales (Macleod 2000). 
 
1.1. Fisiopatología del cáncer 
Tal y como hemos introducido en la sección anterior, el cáncer es una 
consecuencia de la acumulación de alteraciones genéticas que conducen en 
última instancia a la desregulación de las rutas de transducción de señales y el 
ciclo celular, así como la activación o represión aberrante de diversos programas 
transcripcionales a través de complejos cambios epigenéticos. Estos aportan 
distintas características fenotípicas, necesarias para la transformación de una 
célula normal a una tumoral, generando estímulos que permitan su proliferación 
de forma descontrolada, y provocando que se vuelvan altamente dependientes o 
adictas a determinados reguladores de la expresión génica, que son los que 
mantienen el desarrollo del tumor y aportan las características funcionales del 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
19 
 
cáncer. Las células evolucionan progresivamente a un estado neoplásico 
mediante distintos pasos, en los que van adquiriendo estas características 
funcionales que les permiten transformarse en tumorigénicas y en última 
instancia, en malignas y metastásicas. 
 
Figura 1. Características funcionales del cáncer. Adaptado de (Hanahan, Weinberg 2011; 
Flavahan 2017). Al diagrama resumen de las características funcionales del cáncer se ha añadido 
la dimensión epigenética (esto es, la remodelación de la cromatina) dada su importancia en esta 
tesis doctoral, como veremos más adelante.   
 
Las características funcionales del cáncer que definen y explican su 
fisiopatología fueron clasificadas por Hanahan y Weinberg, a continuación, 
haremos una breve descripción de cada una de ellas (Hanahan, Weinberg 2011) 
(Figura 1): 
a) Activación y mantenimiento de las señales de proliferación. Podría 
decirse que es el rasgo fundamental de las células tumorales, permitiendo el 
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mantenimiento de la proliferación de forma crónica mediante distintas 
señales de proliferación. Las células normales presentan un control estricto 
de la producción y liberación de señales que promueven y regulan el 
crecimiento para asegurar la homeostasis celular, manteniendo la estructura 
normal del tejido y su función. En cambio, en las células tumorales este 
control de las señales de proliferación se ve alterado o incluso suprimido. De 
este modo, son capaces de mantener las señales de proliferación de varias 
formas: bien secretando los propios ligandos del factor de crecimiento de 
forma autocrina o de forma alternativa enviando señales para estimular las 
células normales presentes en el estroma tumoral que a su vez estimulan 
posteriormente a las células tumorales manteniendo las señales proliferativas 
en este caso de forma paracrina (Cheng 2008, Bhowmick 2004). Las células 
tumorales también son capaces de desregular las señales de los receptores de 
membrana implicados en las señales de proliferación, bien elevando los 
niveles de proteínas de los receptores, provocando que las células puedan 
dar una respuesta mayor ante cantidades limitantes del factor de crecimiento, 
o mediante alteraciones estructurales causadas por mutaciones activadoras 
provocando la activación de forma constitutiva de los receptores o de los 
diversos componentes que hay por debajo de estos en las rutas de 
señalización celular. 
b) Evasión de las señales antiproliferativas. Las células tumorales, además 
de mantener activas las señales de proliferación, también necesitan tener la 
capacidad de bloquear los programas y señales que regulan de forma 
negativa el crecimiento, que normalmente dependen de la acción de genes 
supresores de tumores. Existen numerosos genes supresores de tumores que 
se han descubierto y validado a lo largo del tiempo, demostrando su 
capacidad de inhibir y limitar la proliferación celular. Los dos supresores de 
tumores más conocidos y que más frecuente se encuentran inactivos en el 
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cáncer humano son: el gen RB1 (proteína del retinoblastoma) (Burkhart, 
Sage 2008) y el gen TP53 (Greenblatt, Bennet et al. 1994). La proteína RB 
integra las señales inhibidoras del crecimiento procedentes tanto de fuera 
como del interior de la célula, permitiendo así regular el ciclo celular y la 
proliferación. TP53 se encarga de recibir señales de estrés y cualquier señal 
anormal dentro del interior de la célula, como puede ser el daño excesivo del 
genoma, o si los niveles de glucosa y señales promotoras del crecimiento 
están por debajo de los valores óptimos. En función de la gravedad de estas 
señales TP53 puede detener la progresión del ciclo celular hasta que estas 
condiciones se normalicen o bien desencadenar la apoptosis celular en caso 
de que se genere un daño irreparable. (Sherr, and McCormick 2002). 
c) Resistencia a la muerte celular. La muerte celular programada por 
apoptosis se ha demostrado que sirve como una barrera natural frente al 
desarrollo del tumor. (Adams and Cory, 2007; Lowe et al., 2004: Evan and 
Littlewood, 1998). Distintas señales son capaces de inducir la apoptosis, 
como desequilibrios de señalización causados por oncogenes, el daño 
provocado en el ADN a causa de una hiperproliferación, la falta de 
nutrientes, etc. Las células tumorales desarrollan una gran variedad de 
estrategias para limitar o evadir la apoptosis. La más común es la pérdida de 
la función del gen supresor tumoral TP53, quitando así este sensor de daño 
crítico del circuito inductor de la apoptosis. Alternativamente, los tumores 
pueden lograr fines similares al aumentar la expresión de los reguladores 
antiapoptóticos (BCL-2, BCL-XL) y regular a la baja los factores 
proapoptóticos (BAX, BIM, PUMA) (Adams and Cory, 2007, Willis and 
Adams, 2005). Los múltiples mecanismos que tienen las células tumorales 
para evadir la apoptosis refleja la diversidad de señales pro y antiapoptóticas 
que son capaces de modular a lo largo de su evolución. 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
22 
 
d) Inflamación que promueve el tumor. La inflamación puede contribuir en 
el desarrollo del tumor mediante múltiples mecanismos al suministrar 
moléculas bioactivas al microambiente tumoral, incluidos los factores de 
crecimiento que sostienen la señalización proliferativa, los factores de 
supervivencia que limitan la muerte celular, los factores proangiogénicos, 
las enzimas modificadoras de la matriz extracelular que facilitan la 
angiogénesis, la invasión y la metástasis, y la inducción de señales que 
conducen a la activación de otros programas que favorecen el desarrollo 
tumoral. (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian and Pollard, 
2010; Karnoub and Weinberg, 2006–2007; Rajendra Karki 2019). 
e) Potencial de replicación celular ilimitado. La mayoría de las células del 
cuerpo solo pueden pasar a través de un número limitado de ciclos sucesivos 
de crecimiento y división celular. Esta limitación se ha asociado con la 
senescencia, un estado no proliferativo pero viable prácticamente 
irreversible y posteriormente por una fase de crisis que implica la muerte 
celular. 
Múltiples trabajos evidencian que los telómeros que protegen los extremos 
de los cromosomas están involucrados en el control de la capacidad de 
proliferación ilimitada (Blasco, 2005; Shay y Wright, 2000). Los telómeros, 
se acortan progresivamente en las células no inmortalizadas, perdiendo 
finalmente la capacidad de proteger los extremos del ADN cromosómico de 
las fusiones de extremo a extremo, generando cromosomas dicéntricos 
inestables que amenazan la viabilidad celular. 
La telomerasa, se encarga de agregar segmentos repetidos de telómero a los 
extremos del ADN telomérico, está casi ausente en las células no 
inmortalizadas, pero se expresa a niveles significativos en la gran mayoría 
(90%) de las células inmortalizadas como son las células tumorales. Al 
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extender el ADN telomérico, la telomerasa puede contrarrestar la erosión 
progresiva de los telómeros que de otro modo ocurriría en su ausencia. La 
presencia de actividad de la telomerasa, se correlaciona con una resistencia 
tanto a la inducción de senescencia como de crisis/ apoptosis confiriendo una 
capacidad de replicación ilimitada. (Raynaud, Hernandez et al. 2010). 
f) Angiogénesis. Al igual que un tejido normal, los tumores requieren aportes 
constantes de nutrientes y oxígeno, así como la capacidad de eliminar 
cualquier desecho metabólico y el dióxido de carbono para su adecuado 
mantenimiento. La neovasculatura asociada al tumor, generada por el 
proceso de angiogénesis, aborda estas necesidades. En el adulto, como parte 
de procesos fisiológicos como la curación de heridas y el ciclo endometrial, 
la angiogénesis se activa, pero solo de manera transitoria. Sin embargo, 
durante la progresión del tumor, un "interruptor angiogénico" casi siempre 
se activa y permanece encendido, lo que hace que de la vasculatura 
normalmente inactiva broten continuamente nuevos vasos que ayudan a 
mantener y expandir el crecimiento del tumor (Hanahan and Folkman, 
1996). El inductor de angiogénesis mejor conocido es el factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), involucrado en orquestar el 
crecimiento de nuevos vasos sanguíneos durante el desarrollo embrionario y 
postnatal, y luego en la supervivencia homeostática de las células 
endoteliales, así como en situaciones fisiológicas y patológicas en el adulto. 
La expresión génica de VEGF está regulada positivamente en el 
microambiente tumoral tanto por hipoxia como por señalización de 
oncogenes (Ferrara, 2009; Mac Gabhann and Popel, 2008; Carmeliet, 2005). 
g) Invasión y metástasis. A medida que los carcinomas derivados de los 
tejidos epiteliales progresan a grados patológicos de mayor malignidad, las 
células tumorales asociadas generalmente desarrollan alteraciones en su 
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morfología, así como en su unión a otras células y a la matriz extracelular. 
De este modo, las células del tumor primario van adquiriendo la capacidad 
de propagarse y diseminar. El proceso de invasión y metástasis se ha 
esquematizado como una secuencia de pasos discretos, a menudo 
denominada la cascada de invasión-metástasis  (Talmadge and Fidler, 2010; 
Fidler,2003). Este modelo, prevé una sucesión de cambios biológicos en las 
células tumorales durante los distintos pasos, comenzando por una invasión 
local seguido de la intravasación en vasos sanguíneos y linfáticos cercanos, 
a través de los que circulan para posteriormente anidar en el parénquima de 
tejidos distantes, para formar pequeños nódulos (micrometástasis) y 
proliferar generando tumores macroscópicos. 
h) Inestabilidad genética y mutabilidad. La adquisición de las múltiples 
características funcionales del cáncer depende en gran parte de una sucesión 
de alteraciones genómicas que dan un aumento de la tasa de mutaciones 
oncogénicas. (Negrini et al., 2010; Salk et al.,2010). Esta mutabilidad se 
debe a una mayor sensibilidad a los agentes mutagénicos, que provocan la 
descomposición de uno o varios componentes de la maquinaria de 
mantenimiento genómico, siendo TP53 clave en la estabilidad del genoma. 
(Lane, 1992; Jackson and Bartek, 2009; Kastan, 2008; Sigal and Rotter, 
2000). Además, la pérdida de ADN telomérico genera inestabilidad 
cariotípica en muchos tumores y la amplificación y eliminación de 
segmentos cromosómicos (Artandi y DePinho, 2010). 
i) Evasión de la destrucción inmunológica. En la mayoría de tumores es 
posible encontrar infiltraciones de células inmunitarias, en mayor o menor 
medida. El sistema inmunitario funciona como una barrera importante para 
la formación y progresión del tumor, al menos en algunos tipos de cáncer 
(Teng et al., 2008; Kim et al., 2007). Sin embargo, las células tumorales son 
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capaces de escapar de la acción del sistema inmunitario, bien evitando ser 
detectados o frenando la destrucción mediada por linfocitos T citotóxicos. 
Este último mecanismo de evasión inmunitaria es una diana terapéutica de 
las nuevas inmunoterapias basadas en la interacción PD1/PDL1 y que han 
logrado buenas respuestas terapéuticas en tumores de mal pronóstico, como 
el cáncer de pulmón y el melanoma avanzado (Vinay, Ryan et al. 2015).  
j) Desregulación del metabolismo energético. La proliferación celular 
descontrolada implica un aumento del metabolismo tumoral y de las 
necesidades energéticas que permitan mantener el crecimiento y la división 
celular.  Otto Warburg observó por primera vez una característica anómala 
del metabolismo energético de las células tumorales en comparación con los 
tejidos normales (Warburg, 1930, 1956a, 1956b): incluso en presencia de 
oxígeno, las células tumorales pueden reprogramar el metabolismo de 
glucosa y, por lo tanto, su producción de energía, limitando en gran medida 
su metabolismo energético únicamente a la vía de la glucólisis, una ruta 
energéticamente poco eficiente comparada con la fosforilación oxidativa. El 
aumento de la glucólisis permite el desvío de metabolitos intermediarios 
hacia diversas vías biosintéticas, incluidas las que generan nucleótidos, 
lípidos y aminoácidos; esto facilita, a su vez, la biosíntesis de las 
macromoléculas y orgánulos necesarios para aumentar la masa celular y 
permitir la proliferación celular activa (Vander Heiden et al., 2009). 
1.1.1 Epigenética del cáncer 
Como hemos descrito en el apartado anterior, Hanahan y Weinberg determinaron 
de forma clara un conjunto de capacidades biológicas que deben adquirirse para 
el desarrollo de un cáncer humano. Estas características distintivas enmarcan los 
esfuerzos para definir los mecanismos por los cuales las células y los ecosistemas 
tumorales progresan a través de etapas malignas posteriores. En gran parte, estos 
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mecanismos están fundamentalmente dirigidos por alteraciones genéticas. Sin 
embargo, las alteraciones generalizadas en el estado de la cromatina, la 
metilación del ADN y la expresión génica sugieren que las alteraciones 
epigenéticas también juegan un papel esencial en la carcinogénesis, ya que 
muchos tumores exhiben programas transcripcionales aberrantes que son un 
indicativo del bloqueo de los patrones de diferenciación y la reprogramación 
epigenética (Baylin 2011; Suvà 2013; Timp 2013; Comet 2016) . En los últimos 
años, Flavahan, Gaskell y Bernstein describieron la epigenética del cáncer como 
otra característica funcional del cáncer por su papel clave como regulador 
transcripcional, integrando estímulos genéticos, ambientales y metabólicos 
específicos que alteran el equilibrio homeostático de la cromatina, haciendo que 
se vuelva permisiva o restrictiva de forma aberrante (Flavahan 2017) (Figura 1). 
La Epigenética es la disciplina que aborda los cambios de fenotipo que no son 
causados por cambios en el genotipo, es decir, estudia las modificaciones 
reversibles y hereditarias implicadas en la regulación de la expresión génica sin 
alteraciones de la secuencia del ADN, sino mediante modificaciones covalentes 
de la cromatina. Los mecanismos epigenéticos controlan la activación o la 
represión de los genes, realizando así la regulación transcripcional del genoma 
que determina la identidad o linaje de cada tipo celular (Berger 2009; Andreoli 
2013; Allis 2016).   
La metilación del ADN es la marca epigenética mejor conocida, ejerce un papel 
clave en la arquitectura de la cromatina y por tanto también en la regulación de 
la expresión génica. Las marcas de metilación del ADN afectan a las citosinas 
de los dinucleotidos (CpGs), y se localizan en regiones del ADN conocidas como 
islas CpG, enriquecidas especialmente en las regiones promotoras de los genes 
(Weber 2007) (Figura 2). Cuando las islas CpGs de un determinado promotor 
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están metiladas, el gen se encuentra reprimido, y cuando se desmetilan pasa a un 
estado activo y transcribible.   
 
Figura 2. Esquema resumen de los distintos remodeladores de la cromatina. A los diferentes 
grados de organización y empaquetamiento de la cromatina se añaden las modificaciones 
covalentes de las histonas de los nucleosomas y que abren o cierran la cromatina, así como la 
desmetilación o metilación de las islas CpG de las regiones promotoras, permitiendo el acceso a la 
maquinaria transcripcional y la expresión o represión génica. Adaptada de (Keating ST, 2016) y 
elaborada mediante BioRender (BioRender, https://biorender.com/).  
 
Los tumores se caracterizan por presentar un estado de hipometilación global del 
ADN comparándolo con el tejido normal del que derivan (Feinberg 1983). Esta 
hipometilación afecta tanto a secuencias repetitivas de ADN como a exones e 
intrones. Conforme evoluciona y se desarrolla el tumor, se produce un aumento 
del nivel de hipometilación del ADN desde una proliferación controlada hasta 
un cáncer invasivo (Fraga 2004). La hipometilación global favorece el desarrollo 
del tumor mediante la activación de genes reguladores del crecimiento y el 
desarrollo celular (Weber et al., 2007). Además, también contribuye a la 
inestabilidad cromosómica y a la perdida de la impronta genómica, favoreciendo 
la recombinación mitótica que produce translocaciones y deleciones, además de 
reorganizaciones cromosómicas (Eden 2003; Holm 2005).  
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Paradojicamente, pese al estado de hipometilación global del ADN tumoral, 
existen regiones del ADN hipermetiladas que corresponden principalmente a 
islas CpGs de las secuencias promotoras de genes supresores de tumores como 
VHL, BRCA1 y RB1 (Sakai 1991; Herman 1994). La hipermetilación también 
puede afectar a genes relacionados con diversos procesos del desarrollo del 
cáncer que codifican proteínas implicadas en la maquinaria de reparación del 
ADN, el ciclo celular, la detoxificación de compuestos carcinógenos, la 
interacción entre células, la apoptosis, o la angiogénesis (Esteller 2007; Herman 
2003; Baylin 2011). Los tumores presentan además patrones de marcas de 
metilación del ADN característicos según su fenotipo y el tipo de tumor, este 
hecho es de gran interés ya que permite identificar alteraciones comunes en 
varios tumores, lo que facilita su clasificación, así como establecer el pronóstico, 
predecir la respuesta a un tratamiento o identificar el tejido de origen del tumor 
(Esteller 2001; Esteller 2007; Figueroa 2010; Martinez 2009; Moran 2016).  
Por todos estos motivos, podemos concluir que las alteraciones en la metilación 
del ADN son una de las características clave en el desarrollo tumoral. El papel 
de las islas CpG de las regiones promotoras en la regulación transcripcional es 
bien conocido, pero la aplicación de las técnicas de secuenciación masiva nos ha 
permitido topografiar no solo el estado de metilación de las islas CpGs de las 
regiones promotoras, sino también las que se localizan en el cuerpo del gen, los 
exones e intrones, las regiones 3´UTR, las regiones intergénicas y a secuencias 
repetitivas de ADN, que también están relacionadas, en mayor o menor medida, 
con la regulación de la expresión génica. De hecho, gran parte de los cambios 
que se observan a nivel de la metilación global ADN afectan a islas CpGs del 
cuerpo del gen, con una aparente correlación positiva entre la metilación y la 
expresión génica. Esta contradicción sobre los efectos de metilación del ADN en 
las islas CpGs del promotor versus las localizadas en el cuerpo del gen sigue 
siendo poco conocida y objeto de controversia (Jones 2012). 
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Con todo, podemos clasificar a las islas CpGs en cuatro tipos: 1) islas CpGs ya 
descritas anteriormente; 2) CpGs shores, regiones que rodean inmediatamente 
las islas CpGs hasta una distancia de 2 kb (kilobases); 3) CpGs shelf, que se 
encuentran después de las CpG shores rodeando las islas CpGs a una distancia 
entre 2-4 kb; y 4) CpGs open sea, que son las CpGs aisladas a lo largo de todo 
el genoma. Además, las CpGs shores y shelf se pueden subclasificar en dos tipos 
en función de si se localizan en la región previa a la isla CpG (denominándose 
N-shore y N-shelf) o en la región posterior a la isla CpG (S-shore y S-shelf) 
(figura 19) (Irizarry 2009; Sandoval 2011; Flam 2019).  
 
Figura 3. Esquema representativo de las distintas CpGs y su localización.  
 
La metilación del ADN se produce de forma coordinada con otros procesos de 
remodelación de la cromatina, como son las modificaciones químicas de 
histonas, que constituyen otro importante mecanismo de regulación epigenética. 
Las histonas son proteínas básicas que participan en el empaquetamiento del 
ADN formando los nucleosomas, pero además también actúan como reguladores 
de la expresión génica (Esteller 2005; Kouzarides 2007). Almacenan la 
información epigenética mediante modificaciones post-traduccionales como la 
metilación de lisinas o argininas, la acetilación de las cadenas de lisinas y la 
fosforilación de serinas (Bernstein 2007). Las distintas modificaciones forman 
lo que algunos autores denominan el código de histonas, que determina si un gen 
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está activo o reprimido (Jenuwein 2001). De este modo, la acetilación de lisinas 
de las histonas está asociado con la activación transcripcional de las regiones de 
la cromatina afectadas. Por otro lado, en la metilación de histonas influyen 
distintos factores que determinan la activación o represión transcripcional, 
dependiendo principalmente del grado de metilación (mono, di y trimetilación) 
del aminoácido que metila (arginina o lisina (K)), y de la posición de ese 
aminoácido que se metila. Por ejemplo, la metilación de la histona H3 en la 
posición K9 o en la K27 y de la H4 en la K20 provoca un aumento de la represión 
transcripcional, mientras que la marca de metilación en H3K4 y H3K79 provoca 
la activación transcripcional (Karpf 2005; Barski 2007). La metilación de islas 
CpG tiene lugar por la interacción con una combinación de marcas de histonas, 
que se caracteriza por la ausencia de marcas de activación transcripcional como 
la acetilación en histonas H3 y H4 junto con la perdida de metilación en H3K4 
y la presencia de marcas de represión, principalmente la trimetilación de H3K27 
y H3K9 (Jones 2007). Para llevar a cabo estas modificaciones químicas de la 
cromatina, existen distintas familias de enzimas implicadas en los diversos 
procesos de la remodelación de la cromatina que podemos clasificar en tres 
grupos: escritores (del inglés writers), borradores (o erasers) y lectores (o 
readers) de marcas de la cromatina (ver Figura 2).  
Los escritores son enzimas específicas que modifican residuos de las colas de 
histonas, introduciendo marcas de metilación, acetilación y fosforilación, entre 
otras, generando así la designación de ciertas regiones para su regulación 
transcripcional. Otras enzimas, los llamados borradores, se encargan de eliminar 
estas modificaciones. Mientras que, el tercer grupo de proteínas, los lectores, 
reconoce y se asocia con las marcas de histonas, permitiendo el ensamblaje de la 
maquinaria transcripcional para que se induzca la expresión génica. Una 
descripción más detallada de estos editores de la cromatina será llevada a cabo 
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en secciones posteriores, donde explicaremos su contribución específica en el 
cáncer de pulmón. 
1.2. Cáncer de pulmón 
El cáncer de pulmón es un problema de salud pública de primera magnitud a 
nivel global. Los datos mundiales más recientes disponibles (2018) indican que 
en términos de incidencia es el cáncer más frecuente, seguido por el cáncer de 
mama y el colorrectal. Además, el cáncer de pulmón también se encuentra en el 
primer puesto en los índices de mortalidad, seguido por el colorrectal, el de 
hígado, el de estómago y el de mama (Figura 4). 
 
Figura 4. Número de casos nuevos y de mortalidad por cáncer a nivel mundial. El cáncer 
pulmonar presenta la mayor incidencia y mortalidad a nivel global. Fuente: GLOBOCAN 2018, 
(Globocan, http://gco.iarc.fr/today).    
  
En España, en el último año se diagnosticaron más de 27.000 casos nuevos de 
cáncer de pulmón, siendo el cuarto tipo de cáncer más frecuente, por detrás del 
colorrectal y el cáncer de mama; y el de mayor mortalidad seguido por el 
colorrectal y el de mama. Una de las principales causas de esta elevada 
mortalidad es la detección tardía de la enfermedad, cuando se encuentra ya en un 
estado avanzado. Normalmente una neoplasia pulmonar puede generarse y 
proliferar durante un largo tiempo e incluso metastatizar antes de generar una 
sintomatología. Debido a esto, son difíciles de detectar en primeras fases del 
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tumor y tan solo el 20% de los casos son candidatos para realizar la extirpación 
quirúrgica del tumor, que aún se considera en la práctica médica el tratamiento 
más eficaz para este tipo de tumores. 
En cuanto a la distribución geográfica, el número de casos nuevos es más 
frecuente en los países desarrollados (principalmente Europa, Estados Unidos y 
en China). En los países menos desarrollados pese a que la incidencia es menor 
sí que se observa como las tasas de incidencia se van elevando en los países que 
están en vías de desarrollo (Figura 5). 
 
Figura 5. Estimación de la incidencia de cáncer de pulmón en ambos sexos a nivel mundial. 
Fuente: GLOBOCAN 2018, (Globocan, http://gco.iarc.fr/today). 
 
1.2.1 Clasificación histológica del cáncer de pulmón  
Existe una elevada heterogeneidad entre las distintas neoplasias que se engloban 
en el cáncer de pulmón. La clasificación más reciente fue elaborada en 2015 por 
la Organización Mundial de la Salud (OMS), y se basa en criterios histológicos, 
separándola en dos grandes subtipos. Estas diferencias histológicas son de gran 
interés, ya que permiten establecer relaciones con la evolución clínica y con las 
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características moleculares distintivas del tumor (Travis WD, 2011; Travis WD, 
2015) (Figura 6). 
1) Cáncer de pulmón microcítico (CPM): representa aproximadamente el 
20% de los cánceres de pulmón, histológicamente derivan de células 
neuroendocrinas del epitelio bronquial. Esta clase de neoplasias presentan 
tendencia a diseminarse con gran rapidez, aunque suelen responder mejor a 
la quimioterapia que otros subtipos. Se desarrollan en el peribronquio y 
posteriormente se infiltran en la submucosa. 
2) Cáncer de pulmón no microcítico (CPNM): histológicamente es el tipo de 
neoplasia más frecuente (80% de los casos) y a su vez se puede dividir en 
tres subtipos (Minna, Roth, et al, 2002): 
a) Carcinoma de células escamosas (CCE): se caracterizan por la 
capacidad de sus células tumorales de producir queratinas 5 y 6 (KRT5, 
KRT6), al igual que las células escamosas normales (Rekhtman, Ang et 
al. 2011). Este subtipo es el que más correlaciona con el tabaco y es más 
frecuente en el sexo masculino. Generalmente estos tumores afectan a 
los bronquios de mayor tamaño, ya que crecen en la parte central del 
pulmón. 
b) Adenocarcinoma (AC): se trata del subtipo más común en el cáncer de 
pulmón, además de ser el más frecuente en mujeres jóvenes y no 
fumadoras, pese a que la mayoría de los casos se asocien al hábito 
tabáquico. Histológicamente es un tumor de tipo epitelial con una 
diferenciación glandular, dado que sus células son capaces de producir 
mucina. 
c) Carcinoma de células grandes (CCG): el menos frecuente de los 
subtipos. Formado por células grandes y sin una diferenciación especial. 
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Presentan una localización periférica y generalmente se originan en 
fumadores. 
 
Figura 6. Porcentaje de las distintas clases y subtipos histológicos de cáncer de pulmón. 
(Travis WD, 2011; Travis WD, 2015). 
 
En muchas ocasiones, la morfología no siempre permite la correcta 
identificación y clasificación de un tumor. En estos casos, para facilitar el 
diagnostico se emplean marcadores inmunohistoquímicos como son algunas de 
las citoqueratinas ya mencionadas anteriormente (KRT5 y KRT6, KRT7), el 
factor de transcripción tiroideo (TITF1 o NKX2-1), la apoproteína A del 
surfactante pulmonar (SFTPA1) y la napsina A (NAPSA), que presentan una 
expresión diferencial en cada tipo de cáncer pulmonar (Rekhtman, Ang et al. 
2011; Travis WD, 2015). Así, los tumores muy indiferenciados no expresan las 
queratinas, y la mitad de los AC expresan SFTPA1. El marcador NKX2-1 es 
muy específico en los AC, lo que permite el diagnóstico diferencial entre el AC 
y el CCE (que además expresa el marcador TP63, siendo de gran utilidad para la 
caracterización de sus metástasis (Rekhtman, Ang et al. 2011; Ye, Findeis-Hosey 
et al. 2011; Travis WD, 2015). 
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1.2.2 Estadios y evolución clínica del cáncer de pulmón  
La clasificación del estadio del cáncer se realiza mediante un sistema universal 
basado en varias características del tumor (el tamaño del tumor primario, la 
afectación ganglionar y si ha diseminado a otros tejidos) para describir la 
gravedad de la enfermedad, determinar el pronóstico y elaborar un plan que 
permita el tratamiento específico. La estratificación clínica está codificada en el 
sistema TNM (Tabla 1) recogido por la Asociación Internacional para el Estudio 
del Cáncer de Pulmón (International Association for the Study of Lung Cancer 
IASLC) en colaboración con el American Joint Commite on Cancer (AJCC) 
(Goldstraw,  2016), donde el componente T indica el tamaño y la extensión del 
tumor primario, el N la afectación de ganglios linfáticos regionales, y la M 












Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
36 
 
Tabla 1. Clasificación actual del cáncer de pulmón con los componentes TMN. 
 
1.2.3 Etiología del cáncer de pulmón 
Existen varios agentes etiológicos en el cáncer de pulmón, como el radón, cromo, 
níquel, arsénico o la exposición a asbestos, pero el principal factor de riesgo es 
el tabaco, con una alta correlación totalmente demostrada en todos los subtipos 
histológicos. El humo del tabaco presenta más de 5000 compuestos, de entre 
ellos se consideran 73 como carcinogénicos y más de 20 se relacionan de forma 
directa con el cáncer de pulmón (Hecht 2003, Hecht 2012) como, por ejemplo, 
T (tumor primario)
TX
Tumor primario que no se visualiza, pero se sospecha su presencia por la existencia de 
células malignas en el esputo.
T0 No existe evidencia de un tumor primario.
Tis Carcinoma in situ .
T1
Tumor ≤3 cm en su diámetro mayor, rodeado por tejido pulmonar o pleural. No hay 
evidencia de invasión en el bronquio principal.
T1a (mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo
T1a Tumor ≤1 cm en su diámetro mayor.
T1b Tumor >1 cm pero ≤  2 cm en su diámetro mayor.
T1c Tumor >2 cm pero ≤  3 cm en su diámetro mayor.
T2
Tumor >3 cm, pero ≤5 cm en su diámetro mayor o con una de estas características: 1-
Invasión del bronquio principal. 2- Invasión de la pleura visceral. 3- Asociado a atelectasia o 
neumonitis obstructiva.
T2a Tumor >3 cm pero ≤4 cm en su diámetro mayor.
T2b Tumor >4 cm pero ≤5 cm en su diámetro mayor.
T3
Tumor >5 cm pero ≤7 cm en su diámetro mayor o asociado a nódulos tumorales separados 
en el mismo lóbulo que el tumor primario
T4
Tumor >7 cm en su diámetro mayor o asociado a nódulos tumorales separados en un lóbulo 
ipsilateral diferente al del tumor
N (ganglio linfáticos regionales)
NX Los ganglios linfáticos regionales no se pueden evaluar.
N0 Los ganglios linfáticos regionales no presentan metástasis.
N1 Metástasis en ganglios linfáticos peribronquiales y ganglios intrapulmonares.
N2 Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos ipsilaterales y/o subcarinales.
N3
Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos contralaterales, hiliares contralaterales, en 
los escalenos ipsilaterales o contralaterales o glanglios linfáticos supraclaviculares.
M (metástasis a distancia)
M0 No hay metástasis a distancia.
M1 Presencia de metástasis a distancia.
M1a Nódulos tumorales separados en un lóbulo contralateral, tumor con nódulos pleurales
M1b Presencia de metástasis extratorácica única.
M1c Presencia de múltiples metástasis extratorácicas en uno o varios órganos.
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los hidrocarburos policíclicos aromáticos. El mecanismo por el que inducen la 
carcinogénesis reside en su capacidad de provocar mutaciones a través de 
aductos (uniónes covalentes entre el compuesto y las bases nitrogenadas) en el 
ADN. El citocromo P450 activa metabólicamente estos carcinógenos, 
provocando bien su secreción o su unión al ADN. Por otro lado, enzimas como 
la glutatión S-transferasa (GST) protegen la integridad del ADN eliminando los 
intermediarios de estos carcinógenos, permitiendo en muchos casos que se 
reparen los aductos  (Perera, Mooney et al. 2002, Tang, Phillips et al. 2001).  
 
Figura 7. Porcentaje de las distintas mutaciones conductoras que puede atribuirse a la 
herencia genética, a errores en la replicación del ADN o a factores ambientales para cada 
tipo de cáncer. B, cerebro; Bl, vejiga; Br, mama; C, cervical; CR, colorrectal; E, esófago; HN, 
cabeza y cuello; K, riñón; Li, hígado; Lk, leucemia; Lu, pulmón; M, melanoma; NHL, linfoma no-
Hodgkin; O, ovario; P, páncreas; S, estómago; Th, tiroides; U, útero. Adaptado de (Tomasseti 
2017). 
 
Los estudios epidemiológicos demuestran que hay una probabilidad 14 veces 
mayor de desarrollar cáncer de pulmón si la persona es fumadora comparándola 
con una persona no fumadora, aunque solo un 11% de fumadores desarrollan la 
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enfermedad (Amos, Xu et al. 1999). Otros estudios han mostrado que existe un 
riesgo 2,5 veces mayor de padecer cáncer de pulmón asociado a la historia 
familiar, incluso cuando se controla el consumo del tabaco. Estos datos indican 
que, además del papel clave de los factores ambientales, y tal y como hemos 
mencionado al comienzo de la introducción, también juegan un papel importante 
en la susceptibilidad a sufrir cáncer de pulmón los factores hereditarios 
(Tomasetti 2017) (Figura 7) que condicionan el metabolismo de los compuestos 
carcinogénicos del humo del tabaco  (Sato, Shames et al. 2007). Algunos 
estudios indican la región cromosómica 6q23-25 como de susceptibilidad 
autosómica, en la que se encuentran presentes genes de un elevado interés como 
IGF2R, LATS1 o PARK2; así, la presencia de polimorfismos genéticos en alguno 
de estos genes se ha postulado como un método para la identificación de personas 
con riesgo de padecer cáncer de pulmón. (Aksoy-Sagirli, Erdenay et al. 2017, 
Bailey-Wilson, Amos et al. 2004). 
1.2.4 Genética del cáncer de pulmón no microcítico 
Centenares de mutaciones genéticas somáticas han sido identificadas en el 
CPNM, incluyendo desde mutaciones puntuales en el ADN, hasta 
modificaciones en el número de copias de genes y grandes reordenamientos 
cromosómicos (Sato, Shames et al. 2007). Una gran cantidad de estos cambios 
están presentes en el epitelio normal, esto sugiere que es a partir del tejido normal 
donde se desarrolla el CPNM, mediante la acumulación de sucesivos cambios 
genéticos junto con alteraciones epigenéticas, como es la hipermetilación de islas 
CpG de las secuencias promotoras de genes supresores de tumores (Swanton 
2016). 
Los avances en la secuenciación del genoma humano y la disponibilidad de 
nuevas tecnologías de secuenciación de alto rendimiento del ADN (es decir, 
secuenciación de próxima generación) han permitido desarrollar y establecer con 
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una resolución sin precedentes las bases de la genómica del cáncer (Cancer 
Genome Atlas Research Network 2014; Lawrence 2014). Cabe destacar a dos 
plataformas públicas que han contribuido en gran medida al avance de esta 
disciplina: el Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) y el Consorcio Internacional 
del Genoma del Cáncer (ICGC). El TCGA es un proyecto liderado por los 
institutos nacionales de salud estadounidenses que pretende elaborar un mapa de 
los cambios genéticos en 30 tipos diferentes de tumores (Cancer Genome Atlas 
Research Network 2014; Lawrence 2014). Por otro lado, el ICGC ha analizado 
50 tipos diferentes de tumores, entre los que se encuentran aquellos de mayor 
incidencia y mortalidad a nivel mundial (The International Cancer Genome 
Consortium 2010). 
Estos proyectos han permitido determinar la frecuencia mutacional de los genes 
supresores de tumores y de oncogenes en los distintos tipos de cáncer, 
destacando en el caso del CPNM los genes TP53, CDKN2A, KRAS, NRAS, 
EGFR, STK11, SMARCA4, NF1, BRAF, MET, PIK3CA, RB1, ERBB2, PTEN y 
ATM, entre otros. Además, han permitido encontrar mutaciones recurrentes por 
lo menos en 350 genes de los aproximadamente 22.000 que codifican proteínas, 
y que contribuyen en el desarrollo del tumor (Futreal, Coin et al. 2004, Kandoth, 
McLellan et al. 2013). Existe una gran variabilidad entre los genomas tumorales 
individuales, pudiendo encontrarse desde menos de 1.000 mutaciones puntuales 
hasta más de 100.000. Parte de esta gran variabilidad se debe en gran medida a 
la exposición a distintos agentes mutagénicos o a defectos presentes en la 
maquinaria de replicación y reparación del ADN; por ejemplo, en CPNM 
aquellas personas que han sido fumadoras presentan un mayor número de 
mutaciones en comparación con aquellos que no eran fumadores (Sjoblom, Jones 
et al. 2006; Imielinski 2012). El desarrollo de nuevas tecnologías, como las 
técnicas de microdisección o las plataformas de single cell analysis, han elevado 
la precisión de la genómica del cáncer a un nivel mayor, permitiendo estudiar y 
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demostrar de forma palpable la heterogeneidad genética intratumoral, un factor 
clave que provoca el fracaso terapéutico, la resistencia y por tanto la letalidad en 
esta enfermedad, como consecuencia de la evolución de los distintos subclones 
genéticos a través de distintos procesos mutacionales dentro de un mismo tumor 
(Greaves 2015; Jamal-Hanjani, Wilson et al. 2017; McGranahan 2017). 
Parte de los genes identificados por estas tecnologías codifican proteínas que 
juegan un papel clave en el control del ciclo celular y en las vías de señalización 
intracelular. No obstante, otros genes no están involucrados de forma directa con 
los procesos que se han asociado tradicionalmente con la carcinogénesis, como 
son la regulación epigenética (Morin, Johnson et al. 2010; Fernandez-Cuesta 
2014), el metabolismo (Yan, Parsons et al. 2009), la diferenciación celular 
(Agrawal, Frederick et al. 2011) y la homeostasis proteica (Chapman, Lawrence 
et al. 2011). La integración de los datos de secuenciación del ADN con las nuevas 
tecnologías como la metabolómica y la epigenómica es por tanto necesaria para 
poder establecer correlaciones entre metabolitos, alteraciones genéticas y 
procesos epigenéticos que permitan encontrar nuevas dependencias y 
vulnerabilidades (Li H, 2019; Ghandi M 2019). 
1.2.4.1 Oncogenes mutados frecuentemente en 
CPNM 
Como hemos visto, existe una gran heterogeneidad en el CPNM desde el punto 
de vista genético. En los últimos años, además del concepto de oncogén y de gen 
supresor de tumor, se han ido incorporando al estudio de la genómica del cáncer 
términos nuevos como, por ejemplo, el de mutaciones conductoras y pasajeras 
mencionados anteriormente para distinguir las mutaciones que juegan un papel 
clave en el desarrollo y crecimiento del tumor (conductoras), de aquellas que no 
(pasajeras) (Lawrence, Stojanov 2014). Excepto un grupo pequeño de genes 
supresores de tumores y oncogenes, la mayoría de mutaciones genéticas 
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aparecen con una frecuencia muy baja, además todavía se desconoce si son 
eventos pasajeros o conductores. Con respecto a los genes supresores de tumores, 
los mutados e inactivados más frecuentemente son TP53 y STK11 
(aproximadamente un 37,4% y un 26 % respectivamente) (Sanchez-Cespedes M, 
2002; Ding L, 2008). 
 
 
Figura 8. Oncogenes frecuentemente mutados en el cáncer de pulmón no microcítico. 
Adaptado de (Skoulidis y Heymach 2019). 
 
Debido a su evidente interés terapéutico, nos centraremos en el estudio de los 
oncogenes más frecuentemente mutados en el CPNM, ya que algunos 
constituyen las dianas moleculares directas de las nuevas terapias dirigidas 
(Figura 8). Los oncogenes favorecen el crecimiento y supervivencia de las 
células tumorales mediante la activación constitutiva de la proteína mutada, 
provocando la dependencia o “adicción oncogénica” a estas, dado que la 
ausencia de actividad acaba provocando la muerte de la célula tumoral. Varios 
oncogenes tienen mutaciones conductoras en el AC pulmonar, entre ellas, las 
más frecuentes afectan a KRAS y al receptor del factor de crecimiento epitelial 
(EGFR) que en su conjunto corresponden cerca del 45% de los AC de pulmón. 
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Con menor frecuencia aparecen mutaciones en ALK, ERBB2, BRAF, PI3CA, 
MET o MAP2K1 (MEK). Sin embargo, en un porcentaje importante de los AC 
pulmonares, se desconoce todavía qué oncogenes pueden estar dirigiendo el 
desarrollo tumoral. A continuación describiremos algunas de las características 
más relevantes de estos oncogenes. 
a) KRAS:  forma parte de la familia RAS, que da lugar a proteínas G con 
actividad GTPasa. Las proteínas RAS se unen al GTP activando efectores 
que promueven distintas rutas de proliferación celular, diferenciación y 
apoptosis, mediante la activación de la vía de las MAP quinasas (Mitogen-
activated protein) (Pylayeva-Gupta, Grabocka et al. 2011, Simanshu, 
Nissley et al. 2017).  KRAS se encuentra mutado aproximadamente en el 25-
30% de los casos de CPNM, sobre todo en el subtipo AC. También se 
encuentra mutado frecuentemente en otros tipos de cáncer como el 
pancreático y el de colon. Además, también existen mutaciones en los otros 
miembros de la familia RAS (HRAS y NRAS) presentes en varios tipos de 
tumores (Karnoub, Weinberg 2008). Las alteraciones presentes en KRAS 
asociado al AC de pulmón, se producen más frecuentemente en los codones 
12 y 13 y en menor proporción en el 61. El cambio G12C es la mutación más 
frecuente (40% de los casos) y está asociado con la exposición al tabaco; con 
menor frecuencia aparecen las mutaciónes G12V (22%) y la G12D (16%) 
(Marabese, Ganzinelli et al. 2015). Es importante destacar que existe una 
exclusividad mutua entre las mutaciones de los oncogenes KRAS y EGFR. 
Sea cual sea la mutación en KRAS, todas evitan la hidrólisis del GTP, 
permitiendo que KRAS permanezca activo de forma constitutiva y así 
promover las vías de señalización que hay por debajo de los receptores de 
crecimiento (como EGFR) RAS/RAF/MEK/ERK y AKT/PI3K/mTOR 
(Figura 9). 




Figura 9. Vias de señalización intracelular de los receptores con actividad tirosina quinasa 
(RTKs).  
 
Se han realizado grandes esfuerzos con el fin de diseñar terapias dirigidas a 
inactivar la forma mutada de KRAS. A día de hoy, pese al gran número de 
fracasos, existen ya algunos fármacos en fase preclínica con resultados 
prometedores. Los principales métodos para bloquear la señalización de 
RAS se pueden agrupar en 4 categorías generales:  
1- Disminuir la proporción de RAS unido a GTP mediante moléculas 
que permitan estabilizar el complejo inactivo RAS-GDP (Nishimura 
2010).  
2- Interrumpir las interacciones del complejo RAS-GTP con los 
efectores, como por ejemplo el rigosertib que bloquea la interacción 
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entre RAS-GTP y RAF, evitando su activación y bloqueando la vía 
RAS/RAF/MEK/ERK (Athuluri-Divakar SK 2016).  
3- Estabilizar la proteína RAS con complejos no efectores (Peyroche 
1999).  
4- Disminuir la localización de RAS en la membrana (Liu M 2010; 
Zimmermann, Papke et al. 2013; Ostrem JM 2016). 
b) EGFR: se trata de un receptor de membrana que presenta una región 
transmembrana, 3 dominios intracelulares y 4 dominios extracelulares. En 
los dominios extracelulares es donde se realiza la unión al ligando (EGF, 
TGFα, anfiregulina) provocando la dimerización del receptor. La región 
intracelular está constituida por un dominio yuxtamembrana, otro con 
actividad tirosina quinasa y un dominio C terminal. Cuando EGFR dimeriza 
por la unión al ligando, se produce un aumento de la actividad tirosina 
quinasa y tiene lugar la autofosforilación del receptor. Estos cambios dan 
lugar a la interacción con GRB2, seguidamente de las proteínas SOS, 
provocando posteriormente la activación de RAS. De este modo, se produce 
una cascada activadora de quinasas en las que se encuentran BRAF y MEK1, 
que finalmente fosforilan y activan ERK1/2. A su vez, EGFR transduce la 
señal por la vía de PI3K, provocando un aumento de la actividad de la serín-
treonín quinasa AKT, que posteriormente activa entre otros efectores a la 
proteína quinasa mTOR, que juega un papel clave en la regulación de la 
síntesis de proteínas. La activación de todas estas vías secundarias tiene 
efectos positivos sobre la proliferación y la supervivencia celulares (Jorissen, 
Walker et al. 2003). Las mutaciones presentes en EGFR pueden afectar al 
dominio catalítico tirosina quinasa, provocando su activación constitutiva de 
forma independiente a si el ligando está unido al receptor o no. Estas 
mutaciones son de gran interés desde el punto de vista terapéutico, ya que 
provocan la adicción oncogénica de esta vía de proliferación, y que los 
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tumores mutantes sean sensibles a los inhibidores de la tirosina quinasa 
(ITQ) como el erlotinib, gefitinib, afatinib u osimertinib (Paez, Jänne et al. 
2004, Cross, Ashton et al. 2014). No solo existen mutaciones puntuales o 
pequeñas deleciones del gen EGFR, otras alteraciones son el cambio del 
número de copias, pudiendo coexistir con el resto de mutaciones del mismo 
alelo. De hecho, algunos estudios sugieren un peor pronóstico cuando se da 
la amplificación de EGFR (Sholl, Yeap et al. 2009), sin embargo en otros 
estudios no hay diferencias (Hirsch, Varella-Garcia et al. 2008). 
Al igual que EGFR, HER2 (conocida también como EGFR2 o ERBB2) 
forma parte de la familia HER de los receptores de tirosina quinasa. Esta 
proteína es capaz de formar tanto homo como heterodímeros junto a otros 
miembros de la familia HER (Coussens, Yang-Feng et al. 1985). Se 
encuentra sobreexpresado en el 20% de los casos de CPNM, aunque la 
amplificación ocurre sólo en un pequeño porcentaje (Hirsch, Langer 2004). 
c) ALK: Se trata de un receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa, 
normalmente no se expresa en tejido pulmonar, solo en ciertos casos (2-7% 
de los tumores de CPNM), cuando se produce una fusión entre el gen de la 
quinasa ALK junto con los genes EML4 como consecuencia de una inversión 
en el cromosoma 2p. Esta alteración se encuentra en alrededor del 8% de los 
casos de CPNM, al ser una quinasa, presenta interés como diana terapéutica 
mediante ITQs como el crizotinib, el alectinib y el ceritinib (Soda, Choi 
2007; Koivunen 2008; Rodig 2009; Lin 2017, Shaw 2014 Shaw 2016). 
d) ROS1: esta proteína se trata de un receptor que posee actividad tirosina 
quinasa. Se han descrito diversas mutaciones en ROS1 que dan lugar a 
proteínas de fusión con activación constitutiva del dominio tirosina quinasa 
(Rikova Guo 2007), provocando el aumento de la actividad de diversas rutas 
de señalización como PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT y MAPK/ERK 
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(Davies, Le et al. 2012). Los ITQs como el crizotinib son tanto o más 
efectivos frente a tumores con la proteína de fusión ROS1 como en aquellos 
con ALK (Bergethon 2012). 
e) BRAF: se trata de una proteína que pertenece a la familia RAF de serín-
treonín quinasas, al igual que ARAF y CRAF, que juegan un papel clave 
como intermediarios en la vía de señalización de las MAPK, produciendo la 
fosforilación y posterior activación de MEK. BRAF se encuentra mutado 
entre un 1-4% de los casos de CPNM, principalmente en AC (Brose 2002; 
Marchetti 2011; Cardarella 2013). Las mutaciones en el CPNM afectan a 
varias posiciones del domino quinasa de BRAF, siendo la más conocida y 
frecuente la mutación V600E (cerca del 50%), esta mutación es muy común 
y bien estudiada en el melanoma, donde se ha empleado como diana 
terapéutica para inhibidores específicos de BRAF como el dabrafenib y el 
vemurafenib con buena eficacia terapéutica. Sin embargo, en CPNM debido 
a que un 50 % de las mutaciones en BRAF son diferentes a la sustitución 
V600E, existen diferencias en la respuesta frente a los inhibidores de BRAF 
(Marchetti 2011; Cardarella 2013). 
f) PI3KCA y AKT1: las fostatidil inositol 3-quinasas (PI3Ks) son una familia 
de quinasas implicadas en numerosos procesos como la proliferación y la 
supervivencia celulares, el metabolismo, la diferenciación y la motilidad. 
Existen distintas mutaciones que afectan a la subunidad catalítica de PI3K 
(PI3KCA) provocando la activación constitutiva, es por esto que podría ser 
una diana terapéutica en aquellos tumores en los que estas mutaciones 
dirigen su desarrollo (Samuels 2004). En el CPNM, las mutaciones de 
PI3KCA ocurren en menos de un 5% de los casos, y pueden coexistir con 
otras mutaciones oncogénicas que afectan a EGFR, KRAS o ALK (Chaft 
2012; Oxnard 2013). Las mutaciones en PI3KCA dan lugar a la activación 
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de la serin-treonin quinasa AKT (Kawano, Sasaki et al. 2006), Pese a que en 
CPNM la mutación de AKT1 es muy poco frecuente, la mutación E17K ha 
sido identificada en distintos tipos de tumores sólidos, alterando el lugar de 
unión del fosfoinositol, provocando así la activación constitutiva de la vía 
PI3K (Carpten 2007). 
g) MET: el oncogén MET codifica el receptor del factor de crecimiento de 
hepatocitos (HGFR), un receptor transmembrana con actividad tirosina 
quinasa; al unirse con su ligando HGF, MET activa múltiples vías de 
señalización implicadas con el crecimiento, la supervivencia, la motilidad y 
la invasión (Birchmeier 2003). La alteración más frecuente en CPNM es la 
amplificación, y suele estar asociada como mecanismo de resistencia 
secundaria a los ITQs de EGFR a través del “interruptor oncogénico” (Bean 
2007; Engelman 2007a). Las mutaciones primarias en el dominio quinasa de 
MET no son comunes en CPNM, al contrario que en otros tipos como el 
gástrico o el renal. Además, son excluyentes a la amplificación de EGFR y 
a las mutaciones de KRAS (Cappuzzo 2009; Onozato 2009). 
h) MAP2K1: se trata de una serín-treonín quinasa, conocido también como 
MEK1, que activa MAPK2 y MAPK3 (ERK1 y 2, respectivamente) cuando 
es fosforilada y activada por BRAF, que en la ruta de señalización se localiza 
justo por encima de MEK1. Las mutaciones de MEK1 en CPNM son poco 
frecuentes, se producen por cambios de aminoácidos que afectan a regiones 
distintas del dominio quinasa (Marks 2008), y además son mutaciones 
excluyentes con las mutaciones de KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA y HER2. 
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1.2.5 Epigenética del cáncer de pulmón 
1.2.5.1 Alteraciones epigenéticas en la carcinogénesis 
del CPNM 
La hipótesis actual que explica la carcinogénesis pulmonar postula que el 
desarrollo del tumor se produce de manera gradual en varias etapas que conducen 
a una acumulación secuencial de anomalías genéticas y epigenéticas (Lantuéjoul 
2009). Así pues, las alteraciones epigenéticas ejercen un papel fundamental en 
este proceso, ya que promueven la adquisición de un fenotipo maligno, así como 
las resistencias primarias o adquiridas a los tratamiento antitumorales. Debido a 
esto, los biomarcadores epigenómicos detectados en los tejidos o fluidos 
corporales son de gran interés para mejorar el rendimiento de los métodos de 
detección o diagnóstico, además de ofrecer nuevas vías para la terapia 
epigenética del cáncer.  
El estudio de las anomalías epigenéticas proporciona datos clave para la 
comprensión de las distintas etapas del proceso de carcinogénesis pulmonar 
(Belinsky 2005). La metilación aberrante del ADN es un sello distintivo en el 
cáncer de pulmón y se trata de un evento temprano que promueve la 
carcinogénesis a través de la metilación de los promotores de genes supresores 
de tumores, silenciando su expresión (Esteller 2008; Heyn 2012; Belinsky 2004). 
Existen tres enzimas ADN metiltransferasas, DNMT1, DNMT3A  y DNMT3B, 
que catalizan la metilación del ADN en la citosina 5' de las CpGs. DNMT1 
participa en el mantenimiento de patrones establecidos de metilación del ADN 
en células en división, mientras que DNMT3A y DNMT3B son metiltransferasas 
de novo que establecen nuevos patrones de metilación al dirigirse a sitios CpG 
normalmente no metilados (Okano 1999). La expresión de DNMT1 aumenta en 
fases tempranas en el cáncer de pulmón induciendo el silenciamiento de 
múltiples genes implicados en la patogénesis del cáncer de pulmón como 
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RASSF1A y CDKN2A (Belinsky 1996; Suzuki 2004; Lin 2007). Además, 
DNMT1 y DNMT3B cooperan para inducir la metilación aberrante del ADN y 
establecer los complejos de remodelación de la cromatina que reprimen a genes 
supresores de tumores (Rhee 2002). La sobreexpresión de DNMT3B acelera la 
transformación inducida por carcinógenos en líneas celulares, se observa con 
frecuencia en el cáncer de pulmón y está asociado con un mal pronóstico (Teneng 
2015; Kim 2006). Además, un polimorfismo genético en el promotor DNMT3B 
que confiere una mayor actividad transcripcional se asocia con un mayor riesgo 
de cáncer de pulmón (Shen 2002; Lee 2005). Numerosos estudios han 
demostrado un aumento en la frecuencia y en el nivel de hipermetilación del 
promotor de varios genes involucrados en una gran variedad de funciones 
celulares a lo largo del proceso de carcinogénesis que dirige la transición desde 
el tejido normal pulmonar hacia el adenocarcinoma, como DAPK (alteración de 
la apoptosis), MGMT (gen de reparación del ADN), RARB (señalización de ácido 
retinoico), TERT (actividad telomerasa) y algunos mencionados anteriormente 
como RASSF1A y CDKN2A (implicados en la señalización de RAS y el arresto 
celular, respectivamente) (Yim 2007; Tsou 2007; Licchesi 2008; Selamat 2011; 
Selamat 2012; Zhang 2016). 
1.2.5.2 Alteraciones epigenéticas en la progresión del 
CPNM y la metástasis 
El desarrollo de fenotipos pro-metastásicos en el CPNM se asocia con cambios 
en la metilación del ADN (Hascher 2014). El análisis integrado de los perfiles 
de metilación del ADN y los datos de expresión de ARN a escala ómica en 
pacientes de CPNM así lo demuestra (Robles 2015). Selamat y colaboradores 
mostraron que la expresión de 164 genes está regulada de forma negativa por el 
silenciamiento inducido por la metilación del ADN y 57 genes hipometilados 
que muestran una mayor expresión en el AC pulmonar (Selamat 2012).  
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Estos genes desregulados epigenéticamente están involucrados en distintos 
procesos como la diferenciación celular, la transición epitelio-mesenquimal 
(EMT) y la regulación del ciclo celular. Esto ha sido confirmado en otros 
estudios que mostraron también una desregulación significativa de la metilación 
del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2) involucrado en la proliferación y 
crecimiento celular, la progresión del ciclo celular y la invasión en el CPNM 
(Hascher 2014). 
Las modificaciones post-traduccionales de las histonas, el otro gran mecanismo 
de regulación epigenética, también están implicadas en la carcinogénesis y en el 
desarrollo del CPNM. La acetilación de histonas es una marca de activación 
transcripcional y está regulada por las histonas acetiltransferasas (HATs) y las 
desacetilasas de histonas (HDACs). Las HDACs, como la HDAC1 y HDAC3, 
se encuentran frecuentemente sobreexpresadas en distintos tipos de cáncer como 
el CPNM y se correlacionan con la carcinogénesis y la progresión tumoral 
mediante el silenciamiento de genes supresores de tumores dando un mal 
pronóstico de la enfermedad (Sasaki 2004; Minamiya 2010; Minamiya 2011). 
En algunos casos, otro tipo de remodeladores como SETDB1, la metiltransferasa 
de la histona H3 en la lisina K9, sufre una sobreactivación causada por una 
amplificación génica que se asocia con la carcinogénesis pulmonar, 
promoviendo a su vez el crecimiento celular a través de la regulación epigenética 
de genes implicados en la proliferación e invasión celular mediante la activación 
de la vía WNT-β-catenina (Rodriguez-Paredes 2014; Sun 2015). Otro ejemplo 
es la sobreexpresión de EZH2, la subunidad catalítica del complejo PRC2 
(mencionado anteriormente) que cataliza la metilación de la histona H3 en la 
lisina K27 generando una marca represora. La sobreexpresión de EZH2 se asocia 
con un aumento global de la trimetilación de H3K27, que silencia genes 
supresores de tumores y reguladores de la diferenciación celular, favoreciendo 
así la proliferación y el desarrollo tumorales, la invasión y la metástasis.  
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
51 
 
Además, existe una buena correlación entre la sobreexpresión de EZH2 y el mal 
pronóstico en pacientes de CPNM. Por todas estas evidencias actualmente EZH2 
se postula como una posible diana terapéutica en algunos casos de cáncer de 
pulmón (Behrens 2013; Zhang 2016; Frankel 2016). Otro tipo de remodeladores 
que ejercen el efecto contrario que EZH2 son las desmetilasas KDM6A y 
KDM6B. Distintos estudios han demostrado el papel de cada una de estas 
desmetilasas como genes supresores de tumores que al mutar son inactivados 
favoreciendo el desarrollo y la progresión tumoral en varios tipos de tumores 
incluidos el CPNM (Liu 2012; Ler 2017; Chang 2019). Sin embargo, KDM6B 
también ha sido descrito en algunos casos con funciones que favorecen el 
desarrollo tumoral y el desarrollo del fenotipo mesenquimal (Ramadoss 2012; 
Park 2016; Li 2015; Chang 2019). Muy recientemente se han desarrollado 
inhibidores específicos contra KDM6A y KDM6B los cuales muestran actividad 
antitumoral in vitro en distintos modelos de cáncer de ovario y de mama (Sakaki 
2015; Yan 2017). En el CPNM, el papel de KDM6A (también conocido como 
UTX) como gen supresor de tumores sí que es bien conocido. No obstante, se 
desconoce el papel que ejerce KDM6B y si actúa como un gen supresor o como 
oncogén, y si estos inhibidores pueden aportar algún beneficio clínico. 
La perturbación de la remodelación de la cromatina es un tema emergente en la 
progresión del cáncer de pulmón, como lo demuestra el descubrimiento de 
mutaciones en múltiples miembros del complejo SWI/SNF y específicamente en 
BRG1, codificada por SMARCA4, que ejerce la actividad ATPasa del complejo 
permitiendo así la remodelación de la cromatina (Medina 2004; Imielinski 2012). 
La alteración más común en CPNM es la mutación inactivadora de SMARCA4 
(cerca de un 10% de los casos). La pérdida de esta proteína provoca cambios 
dramáticos en la expresión de genes involucrados en el control del ciclo celular, 
la diferenciación, la muerte celular, la reparación del ADN y la inestabilidad 
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genómica, favoreciendo así el desarrollo y la progresión tumorales (Glaros 2008; 
Orvis 2014).  
Tal y como hemos desarrollado en esta sección, el papel principal de las 
modificaciones epigenéticas en la carcinogénesis y la progresión del cáncer de 
pulmón es un hecho aceptado por la comunidad científica, y de ahí el gran interés 
en la identificación de biomarcadores epigenéticos para el diagnóstico temprano, 
la predicción de la respuesta a los tratamientos y la monitorización y seguimiento 
de los pacientes (Heyn 2013).  La integración sistemática de datos de genómica, 
transcriptómica y epigenómica ha dado lugar a modelos predictivos 
reproducibles y la identificación de dianas terapéuticas epigenéticas relevantes. 
Por este motivo, el desarrollo de compuestos dirigidos contra los reguladores del 
epigenoma constituye un enfoque novedoso para el tratamiento del cáncer de 
pulmón, si bien necesitamos aumentar nuestra comprensión sobre las complejas 
relaciones entre las alteraciones genéticas, los remodeladores de la cromatina y 
el fenotipo tumoral, y así definir de manera más precisa las vulnerabilidades 
epigenéticas del cáncer pulmonar susceptibles de ser moduladas 
farmacológicamente. 
 
1.2.6 Tratamientos farmacológicos para el CPNM 
El tratamiento del CPNM depende del estadio clínico en el que se encuentre la 
enfermedad. En los estadios iniciales el tratamiento principal ha sido, y todavía 
lo sigue siendo, la resección quirúrgica completa. Sin embargo, en la mayoría de 
los casos la enfermedad es diagnosticada cuando ya está en estadios avanzados 
que no son operables. En estos casos, quedan como únicas opciones la 
quimioterapia convencional y la radioterapia, que han resultado ineficaces pese 
a los grandes esfuerzos invertidos por los oncólogos clínicos durante décadas. 
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El desarrollo y la aplicación de las distintas técnicas genéticas en el diagnóstico 
del cáncer han permitido caracterizar a nivel molecular el tumor de cada paciente 
con una precisión sin precedentes. Así, conocer qué mutaciones dirigen el 
desarrollo y evolución del tumor, junto con el desarrollo de nuevos fármacos que 
actúan frente a estas dianas moleculares, han permitido un gran avance en el 
tratamiento de los pacientes, implantando las bases de la medicina personalizada 
(Lindeman 2013; Kerr 2014; Lindeman 2018; Kalemkerian 2018). 
1.2.6.1 Breve historia de la quimioterapia 
El siglo pasado, antes de los años 50, el tratamiento principal en la mayoría de 
tumores era la cirugía o la radioterapia. Posteriormente la aparición de agentes 
químicos como el metotrexato provocaron un cambio del paradigma en la 
terapia del cáncer. Este fármaco inhibe la dihidrofolato reductasa y bloquea así 
la síntesis del folato, y como consecuencia, se inhibe la síntesis de las purinas y 
pirimidinas provocando la detención del ciclo celular en la fase G1. Otro 
compuesto con un mecanismo similar es el pemetrexed, Que se emplea en el 
CPNM como primera línea de tratamiento combinado con el cisplatino o en 
segunda línea después de la quimioterapia, en tumores no escamosos (Scagliotti 
2009). Por otra parte, el metotrexato se emplea principalmente en CCE y CPM. 
Los derivados del platino son una de las familias más antiguas de 
quimioterápicos. Su mecanismo de acción se basa en el entrecruzamiento con las 
bases de purinas, provocando interferencias en los mecanismos de reparación del 
ADN y así dar lugar a una acumulación de daños en el ADN que desencadenen 
la apoptosis. Uno de los más empleados y conocidos es el cisplatino, este 
compuesto se lleva empleando desde los años 70 y ha supuesto uno de los 
descubrimientos más relevantes contra el cáncer, ya que es el compuesto más 
empleado en combinación con otros compuestos, sobre todo en el CPNM, donde 
mejoró la supervivencia de pacientes resecados (Arriagada, Bergman et al. 
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2004). Sin embargo, este tipo de terapias solas o en combinación han llegado a 
sus límites en cuanto a eficacia y mejora de supervivencia. El cisplatino presenta 
graves efectos adversos como la neurotoxicidad y la nefrotoxicidad (Dasari 
2014), debido a esto surgió la necesidad de descubrir compuestos análogos que 
presentaran menor toxicidad como el carboplatino, que se aprobó en 1989. Otros 
problemas asociados son la aparición de numerosos mecanismos de adquisición 
de resistencia a estos compuestos quimioterápicos, como por ejemplo la 
alteración de micro-ARNs (Cao, He et al. 2015). 
Posteriormente, la FDA aprobó los fármacos que inhiben la formación de los 
microtúbulos. El primero fue la vinorelbina, un alcaloide que bloquea la 
polimerización de los microtúbulos durante la mitosis celular al unirse los 
monómeros de β-tubulina, de este modo se produce la muerte celular al bloquear 
la mitosis (Farhat 2015). Normalmente se emplea como monoterapia o 
combinado con cisplatino en el CPNM en estadio III (Neal 2015). 
El paclitaxel y el docetaxel, de la familia de los taxanos, presentan el mismo 
mecanismo de acción bloqueando la polimerización de los microtúbulos (Yuan 
2016; Neal 2015). El docetaxel es un tratamiento de segunda línea después de 
los derivados del platino, tanto en monoterapia como combinado con cisplatino. 
Sin embargo, el paclitaxel está indicado como tratamiento de primera línea en el 
CCE de estadios avanzados, combinado con bevacizumab y carboplatino 
produce una mejora del tiempo libre de enfermedad (Sandler 2006). 
La gemcitabina es un compuesto que inhibe distintos procesos esenciales para 
la síntesis del ADN. Cuando es incorporado mientras tiene lugar la replicación 
celular, provocando la muerte de la célula como consecuencia de impedir que la 
ADN-polimerasa realice sus funciones de forma fisiológica causando la parada 
del ciclo celular. La combinación con cisplatino como un tratamiento de primera 
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línea en CPNM avanzado y metastásico ya que mejora los resultados del tiempo 
de respuesta, el tiempo libre de enfermedad y de la supervivencia (Sandler 2000). 
1.2.6.2 Terapias dirigidas contra el CPNM 
Hasta ahora, únicamente hemos hecho un breve resumen de los principales 
quimioterápicos que se han empleado (y siguen usándose) para el tratamiento del 
CPNM. Como hemos mencionado anteriormente, la caracterización genómica 
de los tumores, junto con el desarrollo de nuevos fármacos específicos contra 
aquellas dianas moleculares mutadas que dirigen el desarrollo del tumor y que 
causan adicción oncogénica (y constituyen una vulnerabilidad), han dado lugar 
a la aplicación práctica de la medicina personalizada. 
a) Inhibidores de EGFR 
En el CPNM, la búsqueda de fármacos capaces de inhibir de forma específica el 
domino tirosina quinasa de la forma mutante de EGFR dio como resultado el 
desarrollo de los ITQs de primera generación erlotinib y gefitinib. Los ITQs son 
moléculas anilinoquinazolina, cuyo mecanismo de acción es la inhibición 
reversible de la catálisis bloqueando la región de unión del ATP, formando 
enlaces con los hidrógenos de un residuo de metionina (M769) y de cisteína 
(C751), a su vez, el anillo anilino se encuentra próximo a los residuos de 
metionina (M742), lisina (K721) y de leucina (L764). 
Los primeros ensayos clínicos de estos inhibidores, mostraron resultados muy 
positivos en los pacientes con AC de pulmón con mutaciones en EGFR, ya que 
respondían mejor al tratamiento comparados con los no mutantes. De este modo, 
se estableció un nuevo paradigma en el tratamiento de los tumores sólidos, 
abriendo paso a la medicina personalizada al establecer la primera terapia 
dirigida en el cáncer de pulmón (Paez, Janne 2004; Lynch 2004; Mok 2009). 
Actualmente gefitinib y erlotinib son fármacos aprobados para el tratamiento de 
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primera línea del CPNM avanzado con mutaciones en EGFR, son el, ya que 
producen una respuesta mejor que la quimioterapia estándar. Sin embargo, no 
todas las mutaciones de EGFR se asocian a una misma respuesta a los ITQs. Las 
mutaciones más frecuentes en EGFR son la deleción del exón 19 y la sustitución 
L858R, para las que está indicado el tratamiento con los ITQs, mientras que para 
otras mutaciones menos frecuentes está contraindicado ya que son resistentes  
(Paez, Janne 2004; Lynch 2004; Mok 2009). 
Prácticamente todos los pacientes desarrollan con el tiempo mecanismos de 
resistencia a los ITQs de primera generación, a pesar de la buena respuesta 
inicial. El mecanismo de resistencia más frecuente es la aparición de una segunda 
mutación de EGFR, la sustitución T790M, que tiene lugar en el 
aproximadamente un 60% de los pacientes. La mutación produce un aumento de 
la afinidad por el ATP, provocando que los ITQs reversibles pierdan su eficacia 
(Sequist 2011; Yu 2013). 
La aparición de resistencias a los ITQs de primera generación mediada por 
T790M dio lugar al desarrollo de ITQs de segunda generación (afatinib, neratinib 
y dacomitinib) capaces de unirse por enlaces covalente de forma irreversible a 
EGFR. Los estudios in vitro demostraron su eficacia para bloquear la activación 
de EGFR en líneas tumorales de AC pulmonar EGFR mutantes con la sustitución 
T790M, disminuyendo su proliferación (Engelman, Zejnullahu et al. 2007b, Li, 
Ambrogio et al. 2008).  Pese a los buenos resultados obtenidos in vitro, los 
ensayos clínicos de estos ITQs de segunda generación mostraron una eficacia 
clínica baja, con una respuesta por debajo del 10% en los pacientes con CPNM 
que habían desarrollado resistencia a los ITQs de primera generación durante el 
tratamiento. 
Debido a esto, se han ido desarrollando inhibidores irreversibles más selectivos 
con el fin de mejorar la eficacia clínica cuando se produce la mutación T790M. 
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Surgen así los ITQs de tercera generación como el WZ4002, el rociletinib (CO-
1686) y el osimertinib (AZD9291). Estos inhibidores tienen una estructura de 
pirimidina, y poseen un grupo aceptor que se une de forma covalente con la 
cisteína 797, que corresponde con el extremo del bolsillo de unión con el ATP. 
Esta unión covalente es la que da lugar a una inhibición irreversible, superando 
así la mayor afinidad inducida por la mutación T790M (Ward 2013; Cross 2014).  
El osimertinib fue aprobado en 2015 por la FDA para el tratamiento del CPNM 
con la mutación T790M en EGFR. En un primer lugar se aprobó para el uso en 
pacientes en los que la enfermedad ha progresado tras el tratamiento con ITQs 
de primera generación (Mok, Wu, et al 2017a; Mok, Ahn, et al 2017b). Sin 
embargo, a día de hoy distintos estudios recomiendan emplear osimertinib como 
primera línea de tratamiento en cualquier CPNM EGFR mutante, este presente o 
no la mutación T790M ya que los datos de supervivencia y eficacia clínica no 
presentan diferencias significativas al comparar el tratamiento secuencial con un 
ITQ de primera generación seguido de osimertinib cuando se diagnostica la 
mutación T790M (Ramalingam 2018; Soria 2018).  
A pesar de su eficacia clínica, con el tiempo estos tumores también desarrollan 
resistencia contra el osimertinib. Uno de los mecanismos más comunes, 
demostrado por estudios in vitro y a partir de rebiopsias de tejido de pacientes 
tras la recaída en la enfermedad, es la aparición de una tercera mutación en 
EGFR, la sustitución C797S, que impide que el osimertinib se una de forma 
covalente  (Jia 2016). No obstante, posteriores estudios han mostrado que el 
brigatinib, puede unirse a la  región de unión al ATP con la triple mutación EGFR 
(deleción del exón 19 o sustitución L858R/T790M/C797S) sorteando de este 
modo la resistencia al osimertinib al bloquear la actividad del receptor tanto in 
vitro como in vivo. La combinación del brigatinib junto con anticuerpos 
monoclonales anti-EGFR mejora además la inhibición de EGFR al reducir la 
expresión total de EGFR mediante los anticuerpos monoclonales (Uchibori 
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2017). Dado que es el objeto de estudio de esta tesis doctoral, más adelante 
procederemos a una descripción más detallada de los distintos mecanismos de 
resistencia asociados a los inhibidores de EGFR. 
b) Anticuerpos monoclonales contra EGFR 
Otro abordaje diferente que permite el bloqueo de EGFR es el uso de anticuerpos 
monoclonales. Por un lado, son inhibidores competitivos que bloquean la unión 
de los ligandos a la región extracelular del receptor. Además, son capaces de 
formar complejos anticuerpo-receptor que posteriormente se interiorizan por 
endocitosis para ser degradados. Para el CPNM se ha ensayado el necitumumab, 
un anticuerpo monoclonal anti-EGFR de segunda generación (Li 2008). Más 
recientemente, en el ensayo clínico FLEX se combinó, en pacientes de CPNM 
escamoso la quimioterapia estándar (cisplatino y gemcitabina) junto con otro 
anticuerpo monoclonal, el cetuximab, mejorando la supervivencia comparado 
con los que solo recibían quimioterapia (Thatcher 2015). 
c) Anticuerpos monoclonales contra VEGFR 
La angiogénesis es un proceso esencial en la carcinogénesis, por este motivo 
postuló que su bloqueo podría ser una diana terapéutica contra el cáncer. El 
ramucirumab y el bevacizumab son dos anticuerpos monoclonales contra el 
receptor del factor de crecimiento vascular derivado del endotelio (VEGFR). El 
bevacizumab, comenzó empleándose en el cáncer colorrectal metastásico. Sin 
embargo, posteriormente se aprobó para otros tumores como el de mama o 
pulmón. El bevacizumab bloquea tanto el receptor 1 como el 2 (VEGFR1 y 
VEGFR2), mientras que el ramucirumab solo inhibe el receptor 2. Ambos, al 
evitar la formación de nuevos vasos sanguíneos, dan lugar a un estado hipóxico 
intratumoral con pocos nutrientes dando lugar a la muerte célular (Willett 2004; 
Xu 2012). Este tipo de terapias tienen una buena respuesta en combinación con 
cisplatino (cuando se emplea bevacizumab) y con docetaxel (con el 
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ramucirumab) (Kurzrock 2017). Sin embargo, no pueden emplearse en el CPNM 
con histología escamosa, ya que existe un mayor riesgo de sangrado al 
administrarse el bevacizumab (Johnson 2004). Además, existen mecanismos de 
resistencia que provocan que estas terapias no tengan el éxito esperado, uno de 
ellos es la capacidad de las células tumorales de imitar a las endoteliales, 
formando así vasos sanguíneos insensibles a la inhibición de VEGF. 
d) Inhibidores de ALK y ROS1 
Los tumores con la proteína de fusión EML4-ALK, al igual que los EGFR 
mutados, desarrollan dependencia oncogénica asociada a la señalización 
inducida por la activación constitutiva del dominio tirosina quinasa de ALK. Esta 
dependencia ha permitido el desarrollo de ITQs específicos como el crizotinib, 
inicialmente descrito como un inhibidor de la actividad tirosina quinasa de MET 
pero que también ha demostrado su eficacia en el tratamiento del CPNM con 
mutaciones en ALK (Gelsomino 2014), el alectinib y el ceritinib, todos ellos 
aprobados por la FDA (Lin 2017, Shaw 2014, Shaw 2016).  
Pese a las buenas respuestas iniciales, también acaban desarrollándose 
mecanismos de resistencia, al igual que con los ITQs de EGFR. En el caso del 
crizotinib, se destacan la amplificación de ALK, la amplificación de KIT, la 
sobreexpresión de otras tirosinas quinasas como EGFR, HER2 y HER3 y varias 
mutaciones secundarias en el gen ALK como la L1196M (que es análoga a la 
T790M de EGFR) (Tang 2014). Los ITQ de segunda generación contra ALK 
como el ceretinib y el alectinib presentan mayor potencia que el crizotinib a la 
hora de bloquear ALK, incluso bloqueando la mutación L1196M y en otros 
mecanismos de resistencia, por este motivo estos ITQ se emplean como segunda 
línea de tratamiento cuando surgen resistencias al crizotinib (Kort 2015; Kodama 
2014). 
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El oncogén ROS1 presenta alteraciones entre el 1 y el 2% de los casos de CPNM. 
Aproximadamente existe un 50% de similitud entre ALK y ROS1, por este 
motivo los ITQs contra ALK también son eficaces bloqueando ROS1 (Bergethon 
2012; Ou 2012). Sin embargo, a largo plazo la eficacia se encuentra limitada, de 
nuevo, por la aparición de mecanismos de resistencia. 
e) Inmunoterapia 
Una de las terapias antitumorales más recientes e innovadoras es el bloqueo de 
puntos de control del sistema inmunitario. Las células tumorales son capaces de 
incorporar mecanismos de evasión para modular estos puntos de control que 
inhiben el sistema inmune, regulando su mantenimiento, la duración y la 
intensidad de la respuesta inmunitaria, sobre todo en la actividad de los linfocitos 
T (Pardoll 2012). Actualmente las terapias inmunitarias están dirigidas contra 
PD1 y su ligando PDL1, donde hay aprobados para su uso 4 anticuerpos 
monoclonales. En pacientes con cáncer, se ha detectado niveles elevados de PD1 
en los linfocitos T, y aquellos tumores que expresan su ligando PDL1 se 
asociaban con un mal pronóstico, pero actualmente se correlaciona con una 
buena respuesta a los anticuerpos monoclonales contra PD1/PDL1. 
Los anticuerpos monoclonales aprobados son el nivolumab, el pembrolizumab, 
el atezolizumab y el durvalumab. Los dos primeros actúan contra PD-1, 
impidiendo la unión con PDL1 y bloqueando así las señales inhibitorias 
inducidas por el receptor unido a su ligando en los linfocitos T (Brahmer 2015; 
Garon 2015). Mientras que el atezolizumab y el durvalumab actúan contra PDL1 
(Fehrenbacher 2016; Antonia 2017). La terapia inmunitaria ya se está empleando 
en ensayos clínicos para evaluar su eficacia en monoterapia y como tratamiento 
de primera línea (Gettinger 2016), o en combinación con quimioterapias (Hall 
2016) incluso como terapia neoadyuvante (Forde 2016). Actualmente los 4 
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anticuerpos están aprobados para casos de CPNM metastásico en el ya que ha 
habido una recaída. 
f) Terapias epigenéticas 
Los cambios epigenéticos como la metilación del ADN y las modificaciones 
post-traduccionales de histonas son reversibles. Esto permite a las células 
tumorales adaptarse de forma rápida a cambios del microambiente tumoral, 
permitiendo activar o reprimir ciertos genes que dirijan un fenotipo que 
favorezca su desarrollo y progresión incluso en presencia de quimioterapia o 
terapias dirigidas. El desarrollo de inhibidores que bloqueen estos moduladores 
epigenéticos ha buscado en todo momento solucionar estos problemas para 
dirigir las células a un fenotipo que favorezca la regresión del tumor, por 
ejemplo, reactivando genes supresores de tumores que epigenéticamente estaban 
reprimidos. 
Los primeros ensayos clínicos que probaron las terapias epigenéticas 
(epifármacos) tuvieron unos resultados decepcionantes. Los inhibidores de la 
ADN-metiltransferasa (DNMTi), como la decitabina en monoterapia mostraron 
baja actividad y toxicidad (Williamson 1995; Schrump 2006; Cowan 2010). Los 
ensayos clínicos con inhibidores de la desacetilación de histonas (HDACi) como 
el pivaloiloximetil butirato, la romidepsina, el vorinostat o el entinostat no 
mostraron ninguna respuesta objetiva en monoterapia para el CPNM (Schrump 
2008; Vansteenkiste 2008; Traynor 2009; Reid 2004). Igualmente, la 
combinación de estos dos grupos de inhibidores con cisplatino o con terapias 
dirigidas como los inhibidores de EGFR no aportaron ningún beneficio ni 
resultados prometedores (Schwartsmann 2000; Ramalingam 2010; Dasari 2013; 
Reguart 2014; Witta 2012).  
La combinación de los DNMTi y los HDACi actúa sinérgicamente en modelos 
preclínicos (Belinsky 2003; Cameron 1999), lo que llevó al diseño de ensayos 
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clínicos siguiendo esta estrategia. Algunos ensayos clínicos han empezado a 
mostrar una primera señal del potencial de las epifármacos en el tratamiento del 
CPNM en un ensayo clínico de fase I/II que combina dosis bajas de azacitidina 
(DNMTi) y entinostat (HDACi) en pacientes de CPNM avanzado tratado 
previamente con quimioterapia (Juergens 2011). Principalmente el éxito de este 
ensayo se asoció al uso de dosis bajas de DNMTi que anteriormente había 
generado diversos efectos adversos, demostrando de este modo que la 
concentración necesaria para revertir la metilación del ADN tumoral es mucho 
más baja que la dosis citotóxica utilizada previamente (Azad 2013). Además, en 
el ensayo clínico fase I/II de Juergens y colaboradores se consiguió una respuesta 
completa, otra respuesta parcial, y una supervivencia libre de progresión de 7,4 
semanas (Juergens 2011). Es importante destacar que se observó una mediana de 
supervivencia global inesperada de 8,6 meses en los 34 pacientes que 
completaron al menos un ciclo de tratamiento. Entre ellos, cuatro recibieron 
quimioterapia posterior que resultó en respuestas significativas importantes, 
incluidos dos pacientes que sobrevivieron 44 y 52 meses después de la terapia 
epigenética. En otro ensayo reseñable, un paciente tratado con inmunoterapia 
anti-PD1 inmediatamente después del fracaso de la combinación de los 
epifármacos experimentó una supervivencia extraordinaria de más de seis años 
después del inicio de tratamiento epigenético (Brahmer 2017). 
Otros estudios han examinado el estado de metilación en el ADN circulante 
(ADNc) de cuatro genes supresores de tumores APC, RASSF1A, CDH13 y 
CDKN2A (Brock 2008) y demostraron que la presencia de niveles elevados de 
metilación correlacionaba con una mayor recurrencia en pacientes tratados 
mediante resección quirúrgica. Además, la disminución de la metilación entre el 
día 0 y el día 29 del tratamiento con DNMTi correlaciona con un buen 
pronóstico. Estos datos integrados sugieren que los epifármacos pueden mejorar 
el pronóstico y la respuesta al tratamiento en combinación con otras terapias 
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(Azad 2013). Además, datos preclínicos sugieren que DNMTi y HDAC mejoran 
la inmunogenicidad del tumor y promueven la respuesta inmune (Kim 2014; 
Peng 2015; Zheng 2016). Por este motivo, varios ensayos actualmente prueban 
el uso secuencial de las terapias epigenéticas y la quimioterapia convencional o 
inmunoterapia (Forde 2014). 
El análisis mutacional de genes implicados en la regulación epigenética es 
también una forma atractiva de comprender el impacto de las alteraciones 
epigenéticas y definir nuevas dianas terapéuticas. Las mutaciones inactivadoras 
en la proteína BRG1/SMARCA4, como hemos mencionado en apartados 
anteriores, ocurren entorno al 10% de los casos de CPNM. Así, la presencia de 
estas mutaciones identificaría un patrón de remodelación de la cromatina 
aberrante que dirige funcionalidades oncogénicas (Medina 2004; Imielinski 
2012; Orvis 2014; Song 2014). En este sentido, El CPNM con SMARCA4 
mutado depende de la actividad de la aurora kinasa A (AURKA) y el uso de 
inhibidores de AURKA puede representar una estrategia terapéutica dirigida 
efectiva (Tagal 2017). Además, las mutaciones de SMARCA4 en modelos 
preclínicos de CPNM predicen una mayor sensibilidad a inhibidores de la 
topoisomerasa II en combinación con la inhibición de EZH2 (Fillmore 2015). 
Las terapias epigenéticas también se han empleado en algunos estudios para 
revertir los mecanismos de resistencia adquiridas a la quimioterapia 
convencional en el contexto del CPNM. El análisis integrado de la metilación 
del ADN y el perfil de la expresión génica mostraron que los genes candidatos 
implicados en la resistencia al cisplatino están regulados epigenéticamente, 
como por ejemplo la represión de IGFBP3 mediada por la hipermetilación de su 
promotor (Ibanez de Caceres 2010; Walter 2012; Chang 2010; Zhang 2014). De 
este modo, la combinación de dosis bajas de los DNMTi y HDACi como 
azacitidina y tricostatina A, respectivamente, pueden revertir la resistencia al 
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cisplatino a través de la desmetilación y la reexpresión de estos genes implicados 
en la resistencia a cisplatino (Zhang 2014). 
1.2.7 Mecanismos de resistencia a inhibidores de EGFR 
Los avances terapéuticos en el desarrollo de las terapias dirigidas han supuesto 
una mejora de la supervivencia en el CPNM. Sin embargo, el pronóstico sigue 
siendo malo, debido principalmente a la detección tardía del tumor, que se 
detecta en estadios avanzados, cuando la sintomatología ya es evidente y donde 
más de un 75 % de los casos presentan metástasis (Minna 2002). Además, otra 
complicación que surge es la aparición de resistencias al tratamiento con ITQs 
del CPNM con EGFR mutado. En algunos casos el tumor no presenta respuesta 
alguna desde el inicio del tratamiento, presentando resistencia innata. En otros, 
pese a las buenas respuestas iniciales se produce una recaída mediante una 
resistencia adquirida, que se ha intentado paliar con aumentos de dosis. 
Normalmente esta sobredosificación provoca la aparición de efectos adversos 
con mayor frecuencia y, además, no ha demostrado efectos positivos ni mejora 
el pronóstico. 
a) Resistencia asociada a mecanismos genéticos 
Como ya hemos explicado en apartados anteriores, el principal mecanismo de 
resistencia implica la reactivación de EGFR aun en presencia del inhibidor, 
normalmente por nuevas mutaciones en el propio gen EGFR. De este modo, 
cerca del 50 % de los casos tratados con ITQs de primera y segunda generación 
desarrollan la mutación T790M como principal mecanismo de resistencia, que 
en la mayoría de los casos aparece durante el tratamiento con los ITQs (Figura 
10). No obstante, aunque con menos frecuencia, puede encontrarse en muestras 
de CPNM previo al inicio tratamiento, aportando una resistencia innata a los 
ITQs de primera y segunda generación. Normalmente, cuando la mutación 
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T790M se detecta antes del tratamiento suele asociarse con otra mutación de 
EGFR como la deleción del exón 19 o la sustitución L858R. Además, aunque el 
90% de las mutaciones secundarias de EGFR corresponden a esta mutación 
T790M, existen otras mutaciones de EGFR asociadas con la resistencia adquirida 
a los ITQs, como la L747S, D761Y y la T854A, poco frecuentes y actualmente 
sin relevancia clínica (Costa 2007; Bean 2007; Balak 2006). En el caso de los 
ITQs de tercera generación, como el osimertinib, indicados para el tratamiento 
de la mutación T790M, el principal mecanismo de resistencia genético es el 
desarrollo de una tercera mutación en EGFR, la sustitución C797S (Jia 2016).  
 
Otros mecanismos de resistencia están asociados a alteraciones genéticas que 
dan lugar a la activación de otras rutas de proliferación y supervivencia celulares, 
como la amplificación de MET, el segundo mecanismo de resistencia más 
común, incluyendo a los ITQs de tercera generación (Ou 2017; Le 2018). La 
amplificación de MET aumenta la fosforilación de HER2, que produce la 
activación de la vía PI3K/AKT/mTOR aunque esté presente el ITQ de EGFR 
(Engelman 2007 a). Para conseguir frenar la progresión del tumor, en estos casos 
Figura 10. Principales mecanismos de resistencia a los ITQs de primera generación de 
EGFR descritos en el CPNM con EGFR mutado. Adaptado de (Cortot 2014). 
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no basta con emplear inhibidores de MET, sino que es necesario hacer el 
tratamiento en combinación con los ITQs de EGFR. Otro ejemplo es la 
amplificación de HER2 en el AC de pulmón EGFR mutante, que confiere 
resistencia al afatinib, un ITQ que bloquea EGFR y HER2, mientras que en los 
casos de silenciamiento de HER2 confiere un aumento de sensibilidad al afatinib 
(Takezawa 2012). Algunos mecanismos de resistencia novedosos han sido 
descubiertos recientemente en pacientes tratados con osimertinib, donde un 
porcentaje alto de pacientes pierde la mutación T790M y desarrolla otras 
mutaciones que dirigen el tumor, algunas ya conocidas por las resistencias 
adquiridas por ITQs de primera generación como la amplificación de MET, 
mutaciones de PIK3CA y BRAF, y otras mutaciones que no se habían descrito 
hasta ahora, que afectan a RET, FGFR y KRAS (Oxnard 2018).  
b) Resistencia asociada a mecanismos epigenéticos 
Tal y como señalábamos en la Figura 10, existen distintos mecanismos capaces 
de inducir resistencia a los ITQs de EGFR en ausencia de nuevas modificaciones 
genéticas, se tratan de transformaciones fenotípicas reguladas por mecanismos 
epigenéticos. A grandes rasgos, podemos clasificar en dos clases diferentes el 
cambio de fenotipo asociado a resistencia a ITQ: la transición a CPM y la 
transición epitelio-mesenquimal (EMT) (Sequist 2011). 
La transición del CPNM EGFR mutante a CPM tiene lugar entre un 2 y un 14% 
de los casos de resistencia adquirida a los ITQs de EGFR (Sequist 2011). 
Además, estos tumores mantienen la mutación EGFR original en la transición a 
CPM, lo cual sugiere que este proceso es una evolución del tumor inicial. Sin 
embargo, los mecanismos implicados en esta transición de fenotipo no son bien 
conocidos. Algunos de los casos no están mediados por mecanismos 
epigenéticos, sino por la pérdida del gen supresor de tumores RB1, generando la 
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transición a CPM y la resistencia adquirida a los ITQs en algunos AC EGFR 
mutantes (Niederst 2015). 
La transición epitelio-mesenquimal es un proceso asociado a la capacidad 
invasiva, las metástasis,  la resistencia a los tratamientos y en definitiva a la 
agresividad tumoral. A nivel molecular, es un complejo programa transcripcional 
en el que las células epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimal y pierden 
distintas proteínas de unión intercelular entre las que cabe destacar la E-
cadherina (CDH1) y la molécula de adhesión celular epitelial (EPCAM). Dada 
su relevancia para esta tesis doctoral, en el siguiente apartado procederemos a 
desarrollar de forma más detallada algunas de sus características más 
importantes, sobre todo a aquellas que se asocian a la resistencia a los ITQs de 
EGFR, así como su relación con los mecanismos de remodelación de la 
cromatina y el control de la expresión génica. 
2. Transición epitelio-mesenquimal 
La transición epitelial-mesenquimal (EMT, del inglés epithelial-mesenchymal 
transition), es un programa transcripcional de transdiferenciación que 
transforma las células con fenotipo epitelial en células mesenquimales. El 
proceso inverso se conoce como transición mesenquimal-epitelial o MET (del 
inglés mesenchymal-epithelial transition). La EMT es un proceso que en 
condiciones fisiológicas tiene lugar durante el desarrollo embrionario, cuando 
las células pueden hacer la transición entre los estados epiteliales y 
mesenquimales de una manera altamente plástica y dinámica. De esta manera, 
las células de la cresta neural localizadas en el tubo neural dorsal migran a 
diferentes zonas durante el desarrollo embrionario y se diferencian a distintos 
tipos celulares para producir tejidos y órganos (Thiery 2009).  
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La EMT se ejecuta en respuesta a factores de señalización pleiotrópicos que 
inducen la expresión de factores de transcripción específicos (transcription 
factors, TFs) que denominaremos EMT-TF (como por ejemplo, SNAI1, SLUG, 
ZEB1/2, TWIST1/2, entre otros) y micro-ARNs (miRNAs), junto a otros 
reguladores epigenéticos y modificaciones postraduccionales formando una 
compleja red de interacciones moleculares que todavía no ha sido diseccionada 
en su totalidad.  
En función del contexto temporal y tisular, podemos describir tres tipos 
diferentes de EMT: la tipo 1 tiene lugar durante el desarrollo embrionario; la 2 
durante la cicatrización de heridas, la regeneración de órganos y en la fibrosis; 
por último, la de tipo 3 se trata de una forma aberrante asociada a la progresión 
y el desarrollo tumoral y que se asocia con la adquisición de características de 
células madre tumorales (cancer stem cells o CSC). De hecho, los evidentes 
paralelismos entre la plasticidad celular durante el desarrollo embrionario y la 
progresión de los carcinomas son los que llevaron a la proposición de que la 
EMT es un motor central de las neoplasias tumorales derivadas de los epitelios 
(Cano et al., 2000; Thiery, 2002). Desde entonces, se ha demostrado que la EMT 
desencadena la disociación de las células tumorales de los carcinomas primarios, 
que posteriormente migran y se diseminan a sitios distantes. Significativamente, 
se cree que el MET provoca el cese de la migración, induciendo a las mismas 
células a proliferar y desarrollar el nuevo foco metastásico (Nieto 2016). 
En todos estos procesos en los que se activa el programa EMT, se inducen 
cambios en múltiples aspectos fundamentales de la morfología y fisiología 
celulares, que incluyen alteraciones en la organización del citoesqueleto y la 
morfología celular, de formas escamosas, cuboidales o columnares a formas 
alargadas; la disolución de las uniones intercelulares epiteliales, incluidas las 
uniones estrechas (TJPs, tight junction proteins), adherentes (CDH1) e 
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integrinas; la pérdida de polaridad apical-basal y ganancia concomitante de 
polaridad frontal-posterior; la adquisición de motilidad, así como la capacidad 
de degradar y reorganizar la matriz extracelular (ECM), lo que permite la 
invasión celular; y la reconfiguración de los patrones de expresión génica de 
centenares de genes (Figura 11) (Thiery 2009; Taube 2010; Ye 2015).  
 
Figura 11. Esquema de las distintas fases de transición del programa EMT. Adaptado de 
(Nieto 2016). Figura elaborada mediante BioRender (BioRender, https://biorender.com/). 
 
Las células epiteliales presentan distintos tipos de citoqueratinas que dan lugar a 
los filamentos intermedios, mientras que las mesenquimales, expresan el 
filamento intermedio vimentina (VIM) que es un marcador canónico del fenotipo 
mesenquimal. Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, en el EMT 
se produce la represión de distintas proteínas de adhesión y unión intercelular y 
de los complejos de polarización. Por este motivo, una de las características más 
comunes en la activación del fenotipo mesenquimal durante la EMT es la 
represión de CDH1, esta pérdida de proteína se asocia con un mal pronóstico y 
metástasis en pacientes, junto con la aparición de la N-cadherina (CDH2), 
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disminuyendo la adhesión entre las células (Mareel 1992; Birchmeier 1994; 
Thiery 2009; Gravdal 2007; Zeisberg 2009).  
Varios estímulos extracelulares junto con sus correspondientes vías de 
señalización intracelular están implicados en la inducción de EMT. El papel 
central de la señalización de TGFβ-SMAD en múltiples modelos diferentes de 
EMT ha sido bien establecido y será detallado en la sección 2.1.1 (Zavadil 2005; 
Xu 2009). Además, otras vías de señalización, incluida la vía canónica o no 
canónica de WNT, receptores con actividad tirosina quinasa y las vías de 
señalización de integrina-ECM, también pueden contribuir de forma crítica a la 
inducción de EMT en una gran variedad de contextos tisulares de forma 
fisiológica, como por ejemplo la cicatrización de las heridas (Lamouille 2014). 
Es importante destacar que el proceso EMT que opera en las células de 
carcinoma in vivo a menudo, se desencadena por señales específicas liberadas 
por las células del estroma en el microambiente del tumor, algunas de las cuales 
también están involucradas en diversas respuestas inflamatorias e hipóxicas 
(Quail 2013). Además, tanto las células epiteliales no neoplásicas como las 
neoplásicas pueden activar el programa EMT en diferentes grados, a menudo 
adquiriendo muchos, pero no todos, de los rasgos asociados con el programa 
canónico. 
2.1 EMT y cáncer 
En el contexto del cáncer, la EMT se ha tendido a simplificar en exceso, al 
considerarla como una ganancia de marcadores mesenquimales asociada a la 
pérdida completa de las características epiteliales, generando así la falsa 
percepción de que se trata de una transición entre dos estados alternativos, de 
manera absoluta y excluyente (Hay 1995). Sin embargo, la EMT aberrante 
asociada a la progresión tumoral presenta una complejidad mucho mayor, y la 
realidad es que generalmente produce células que se encuentran en un amplio 
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espectro de metaestados fenotípicos intermedios y reversibles, hecho que les 
confiere una gran plasticidad. Dicho de otra manera, las células que activan el 
programa EMT pueden adquirir de manera progresiva y dinámica, diferentes 
grados de carácter mesenquimal, y de hecho rara vez eliminan todas y cada una 
de sus características epiteliales preexistentes. En consecuencia, las células 
neoplásicas se encuentran en un estado en el que coexpresan marcadores 
mesenquimales recién adquiridos junto con marcadores epiteliales, a menudo 
denominado "EMT parcial" (Micalizzi 2010; Bednarz-Knoll 2012). Las células 
normales y neoplásicas pueden residir solo de manera metaestable en estos 
estados intermedios, y así pueden emprender la transición rápida a fenotipos 
totalmente epiteliales o mesenquimales. Así, las células de carcinoma son 
capaces de retroceder a través del programa MET para regresar a metaestados 
epiteliales durante la progresión tumoral. En muchos tipos diferentes de 
carcinomas, pese a que la mayoría de células expresan características epiteliales, 
las células tumorales localizadas en el frente invasivo del tumor primario con 
frecuencia presentan signos de activación de EMT, incluida la represión de 
CDH1, mientras que las células de áreas centrales generalmente muestran 
muchos rasgos epiteliales y mantienen las uniones intercelulares (Weinstein 
1976; Gabbert 1985). Esta observación, junto con las interconversiones 
dinámicas entre las células tumorales "líderes" y los "seguidores" que se ha 
demostrado que ocurren durante el proceso de invasión del carcinoma (Cheung 
2013), demuestran la existencia de una plasticidad de los fenotipos celulares y, 
por lo tanto, una reversibilidad de los programas de EMT. En resumen, las 
células tumorales son capaces de activar de manera flexible los programas EMT 
y MET a lo largo del proceso de metástasis con el fin de lograr la colonización 
en sitios distantes. En los carcinomas, todos estos cambios son a menudo 
instigados por señales contextuales que se originan en el microambiente tumoral 
(Figura 12). 




Figura 12. Modelización de la plasticidad del programa EMT asociada a las modificaciones 
epigenéticas de genes epiteliales en modelos experimentales de carcinoma mamario. Adaptado 
de (Tam 2013). Figura elaborada mediante BioRender (BioRender, https://biorender.com/). 
 
2.1.1 Activación del programa EMT 
Existen numerosos estímulos extracelulares capaces de activar y mantener el 
EMT, actuando de forma autocrina o paracrina (Acloque 2009; Thiery 2002; 
Moustakas 2007). El principal inductor de EMT es el factor de crecimiento 
transformante 1 o TGFß1, tanto en el desarrollo embrionario como en la 
progresión tumoral (Zavadil 2005; Taylor 2010). El TGFß1 es secretado por las 
células tumorales o bien por los miofibroblastos presentes en el microambiente 
tumoral. Al liberarse al exterior, puede interaccionar con dos receptores distintos 
(TGFBR1 y TGFBR2), ambos presentan un dominio serín-treonín quinasa que 
al unirse con su ligando fosforilan y activan las proteínas SMAD2 y SMAD3. 
Después, estas proteínas forman complejos con SMAD4 permitiendo su 
translocación al núcleo y la regulación de la expresión de distintos genes 
implicados en la diferenciación celular. En un gran número de carcinomas se 
encuentra sobreactivada esta vía de inducción del programa EMT que promueve 
la invasión y la metástasis (Figura 13) (Han 2005; Massagué 2012).  




Figura 13. Vía de señalización del TGF-beta. Adaptado de (Ikushima 2010). 
 
Además, las proteínas SMAD, al ser fosforiladas, activan la expresión de genes 
mesenquimales de forma directa, como la vimentina, la fibronectina y el 
colágeno alfa tipo I (Kaimori 2007). El TGFß1 también es capaz de inducir EMT 
a través de otras vías de transducción de señales, como la activación de GTPasas 
similares a RHO, y activando las rutas de MAPK y PI3K. La activación de PI3K 
mediante el TGFß1 produce la activación de AKT (Derynck 2003) y 
posteriormente la de mTOR en células epiteliales, provocando un aumento de la 
síntesis de proteínas y del tamaño celular, además de incrementar la motilidad y 
su capacidad de invasión (Lamouille 2011). 
Por otra parte, existen otras vías secundarias que participan en la inducción del 
programa EMT, algunas de estas vías son WNT y NOTCH, citoquinas como la 
IL-6, la prostaglandina E2 (PGE2), y factores de crecimiento como EGF, HGF, 
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FGF, VEGF o PDGF (Reya 2005; Vermeulen 2010; Brabletz 2011; Hardy 2010). 
Normalmente, el programa EMT es capaz de activarse mediante una gran 
variedad de estímulos paracrinos que se combinan entre sí, por lo que solo es 
posible su activación completa cuando numerosos prerrequisitos tienen lugar en 
la misma célula, lo que eleva la complejidad de su estudio sistemático (Thiery 
2009). 
2.1.2 Regulación transcripcional y plasticidad 
del programa EMT 
El programa EMT se modula a diferentes niveles integrando modificaciones 
epigenéticas que regulan la actividad transcripcional, el splicing alternativo, la 
estabilidad de proteínas y la localización subcelular de éstas. Por lo tanto, los 
mecanismos que gobiernan las fases intermedias de EMT no son lineales. A 
pesar de los esfuerzos para identificar redes reguladoras comunes en el desarrollo 
normal y en la enfermedad, está claro que algunas vías pueden ser únicas para 
dar un evento EMT de manera específica en un tejido o tumor en particular. Gran 
parte del conocimiento sobre la regulación transcripcional de la EMT se ha 
centrado durante años en el estudio de la represión de la molécula de adhesión 
prototípica, la E-cadherina o CDH1 en los carcinomas mamarios (Thiery, 2009; 
Lamouille, 2014). 
Tanto en las células normales como en las neoplásicas, las diversas vías de 
transducción de señales pro-EMT convergen en la activación de un grupo 
relativamente pequeño de factores de transcripción (TFs) que orquestan los 
cambios de expresión génica (De Craene 2013). Estos EMT-TFs, generalmente 
se pueden clasificar en una de estas tres familias de proteínas que interaccionan 
con el ADN: las SNAIL (incluidos SNAIL/SNAI1 y SLUG/SNAI2); las ZEB 
(ZEB1 y ZEB2); y las proteínas básicas hélice-bucle-hélice (TWIST1, TWIST2 
y TCF3) (De Craene 2013). Sin embargo, en ciertos contextos, otros factores de 
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transcripción, como PRRX1, YAP1/TAZ y SOX4, también tienen roles críticos 
en la EMT. Estos reguladores maestros de los programas de EMT gobiernan la 
transcripción génica mediante la activación o represión del promotor y la 
modificación de la estructura de la cromatina (De Craene 2013). Los resultados 
finales son la supresión, en diversos grados, de genes asociados con el fenotipo 
epitelial, como los que codifican CDH1 y citoqueratinas, claudinas, 
desmoplaquinas, ocludinas y placofilinas, favoreciendo la perdida de uniones 
adherentes y uniones estrechas apicales (Huang 2012), y la sobreexpresión de 
genes asociados con el fenotipo mesenquimal, incluidos los que codifican N-
cadherina (CDH2), fibronectina (FN1) y vimentina (VIM) (De Craene 2013).  
Los EMT-TFs a menudo actúan cooperativamente para regular la expresión de 
genes diana comunes y, además, con frecuencia controlan la expresión de los 
demás EMT-TFs (De Craene 2013; Nieto 2016). Por ejemplo, SNAI1 es un 
regulador ascendente que induce la expresión de muchos otros EMT-TFs, 
incluidos SLUG, ZEB1 y TWIST1. Por otro lado, TCF3 parece funcionar como 
un efector situado varios eslabones por debajo del resto, cuya expresión es 
inducida por otros EMT-TFs, como SNAI1, SLUG y ZEB1 (Taube 2010; Hugo 
2011). Debido a estas interacciones recíprocas, la expresión experimental de un 
EMT-TF generalmente da como resultado una regulación positiva de otros EMT-
TFs, lo que finalmente induce, en muchos casos, el espectro completo de los 
cambios asociados a la EMT. Tales cambios coordinados y multifacéticos en el 
fenotipo celular pueden ocultar las diferencias funcionales específicas de cada 
EMT-TF, ya que parecen estar especializados para orquestar distintos 
subprogramas del extenso programa canónico de la EMT.  
Además de las vías de señalización intracelulares, los EMT-TFs también son 
regulados por otros mecanismos. En particular, diversos estudios han resaltado 
las importantes funciones de los microARNs (miRNA), pequeños ARNs no 
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codificantes que suprimen la expresión de proteínas específicas a través de una 
combinación de desestabilización de ARN mensajero (ARNm) y represión 
traduccional (Diaz-Lopez 2014). Entre los ejemplos mejor caracterizados de 
miRNAs que controlan el programa EMT están los miembros de la familia miR-
200, que regulan negativamente la expresión de las proteínas ZEB1 y ZEB2; 
Curiosamente, la expresión de miR-200 es reprimida, recíprocamente, por ZEB1 
y ZEB2, estableciendo un circuito de retroalimentación doble negativo (Burk 
2008; Gregory 2008). Del mismo modo, la expresión de SNAI1 es atenuada por 
miembros de la familia miR-34, que, a su vez, es suprimida por SNAI1, 
formando otro ciclo de retroalimentación reguladora doble negativo entre EMT-
TFs y miRNAs (Kim 2011; Siemens 2011). La expresión de todos estos 
reguladores del programa EMT se activan de manera secuencial en función de 
los estímulos extracelulares que inducen la activación del programa EMT 
(Barrallo 2005). 
Como ya hemos reiterado varias veces, una de las características más comunes 
en el programa EMT es la represión de CDH1. Esta proteína se considera una 
piedra angular del fenotipo epitelial y, por este motivo, su represión representa 
un sello distintivo de la firma EMT. Varios estudios han demostrado que 
distintos EMT-TFs son reclutados en el promotor de CDH1 uniéndose 
normalmente a regiones enhancer-box (E-box) tras la activación de un programa 
EMT, reprimiendo así su transcripción mediante el reclutamiento de distintos 
reguladores epigenéticos (Peinado 2007) (Figura 14). Sin embargo, el papel 
preciso de estos complejos reguladores epigenéticos para facilitar y estabilizar 
estos cambios es menos conocido. Estudios más recientes han revelado que el 
silenciamiento epigenético de CDH1 es altamente complejo y orquestado por 
una variedad de enzimas modificadoras de histonas que interaccionan junto con 
los EMT-TFs para conferir diversos grados de represión del gen CDH1. 




Figura 14. Esquema resumen del programa EMT y su regulación transcripcional. Adaptado 
de (Skrypek 2017). 
 
Debido a que la unión de los EMT-TF a los genes es transitoria, la 
reprogramación epigenética proporciona una regulación a largo plazo, mientras 
que a su vez es un proceso reversible, lo que es críticamente importante en el 
contexto de la plasticidad celular. Se han descrito varias capas de regulación 
epigenética orquestadas por los EMT-TFs en modelos celulares de carcinoma 
mamario (Liu 2013). De este modo, la cromatina se remodela durante la EMT, 
donde los genes epiteliales cambian de un estado activo, definidos por la 
acetilación y metilación diferencial de histonas generando estados intermedios 
de activación determinados por la presencia de marcas de activación H3K4me3 
y de represión H3K27me3 introducidas mediante el reclutamiento del PRC2, 
para finalmente cerrar y reprimir su transcripción mediante las marcas de 
represión H3K27me3, H3K9me3 y finalmente la metilación del promotor. Por 
otro lado, en los genes mesenquimales ocurre el proceso contrario, pasando de 
marcas de represión (H3K27me3 y H3K9me3) a estados de la cromatina cada 
vez más abiertos que permiten la activación y expresión del gen. Esta sucesión 
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de modificaciones epigenéticas dirigidas por los EMT-TFs contribuyen a la 
estabilidad y mantenimiento de la represión de los genes epiteliales y a la 
activación de genes mesenquimales, favoreciendo así la transición EMT (Tam 
2013). 
SNAI1 y SLUG pueden unirse directamente a las regiones E-box del promotor 
de CDH1, activando así el programa EMT. La unión al ADN de estos EMT-TFs 
permite el reclutamiento del complejo represor PRC2 cuya subunidad catalítica 
es la metiltransferasa de H3K27 EZH2, las HDAC1, 2 y 3, la desmetilasa lisina-
especifica 1 de histonas (LSD1), que desmetila la H3K4 y la H3K9, las 
metiltransferasas de H3K9 G9A y SUV39H1 (Herranz 2008; Tong 2012; 
Ferrari-Amorotti 2013; Dong 2012; Dong 2013). Las modificaciones de las 
histonas favorecen posteriormente el reclutamiento de las DNMTs para metilar 
el promotor de CDH1, de este modo cada modificación permite la represión 
gradual de CDH1. Gran parte de las vías de activación del programa EMT (como 
la vía del TGFß1, WNT, NOTCH y otros factores de crecimiento) cooperan entre 
ellas para iniciar la transición activando la expresión de SNAI1 como el primer 
EMT-TF que dispara este programa, favoreciendo la posterior expresión de 
genes mesenquimales (CDH2, VIM) y del resto de EMT-TFs TWIST, ZEB1 y 
ZEB2, por este motivo se considera SNAI1 como un factor necesario para el 
inicio del EMT, mientras otros factores que se expresan de forma más tardía 
como ZEB1 son esenciales para el mantenimiento del fenotipo mesenquimal 
(Peinado 2007; Lamouille 2014). Además, SNAI1 también es capaz de reprimir 
CDH1 cooperando con el complejo SMAD3-SMAD4 mediado por TGFß1. 
Los homo o heterodímeros básicos hélice–bucle-hélice TWIST1 y 2 son capaces 
de reprimir genes epiteliales y activar genes mesenquimales como CDH2 y VIM 
al igual que SNAI1, pero mediante mecanismos indirectos, ya que no son 
capaces de unirse de forma directa al ADN (Xu 2009). A través de la asociación 
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con el complejo desacetilasa remodelador del nucleosoma (NuRD) reprimen la 
expresión de CDH1 de forma independiente a SNAI1 (Yang 2008; Fu 2011). 
Distintas vías de señalización inducen la expresión de los TWISTs en procesos 
como el desarrollo embrionario y en la carcinogénesis, siendo uno de los más 
destacados es el factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF1A), promoviendo la 
EMT y la diseminación e invasión de las células tumorales (Yang 2008; Liu 
2015).  
Por último, los EMT-TFs ZEB1 y 2 reconocen secuencias de ADN en las E-box 
de promotores con el fin de regular la transcripción génica. ZEB1 es capaz de 
unirse al promotor de CDH1 y reclutar a la proteína represora CTBP1 (C-
Terminal Binding Protein 1), que a su vez recluta al PRC2 de forma indirecta 
para bloquear la expresión de CDH1 (Liu 2014). Además, estos EMT-TFs 
reclutan otros remodeladores como la desmetilasa LSD1, las HDAC1 y 2, el 
complejo NuRD y la DNMT1 (Wang 2007; Aghdassi 2012; Goossens 2017; 
Fukagawa 2015). Por otro lado, ZEB1 interacciona con BRG1/SMARCA4 que 
forma parte del complejo SWI/SNF, facilitando el acceso de ZEB1 al promotor 
de CDH1 y permitiendo así su represión (Sánchez-Tilló 2010). Por último, es 
bien conocido que la expresión de ZEB1 en ocasiones tiene lugar tras la 
activación de SNAI1, ya que se encuentra entre sus dianas transcripcionales. 
Además, TWIST1 también coopera junto a SNAI1 en la activación 
transcripcional de ZEB1 (Dave 2011). 
Tal y como hemos citado en varias ocasiones a lo largo de esta Introducción, el 
complejo PRC2 es un regulador epigenético reclutado por numerosos EMT-TF 
con el fin de reprimir genes epiteliales como CDH1 mediante la trimetilación de 
la marca H3K27 a través de la metiltransferasa de histonas EZH2 (Cao 2008; 
Herranz 2008; Tiwari 2013). Sin embargo, pese a que su papel como regulador 
positivo en el programa EMT es bien conocido, en ciertos tumores este puede 
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ejercer el efecto contrario, lo que sugiere que según el contexto y el tipo de tejido 
tumoral el PRC2 puede ejercer un efecto pro o anti-EMT (Cardenas 2016; Serresi 
2016). El estado de metilación de H3K27 está regulado también por otros 
modificadores (borradores; sección 1.1.1) que se encargan de desmetilarla, como 
son KDM6A y la KDM6B. Estas dos desmetilasas permiten la activación 
transcripcional de genes eliminando la marca de represión H3K27me3 y 
ejerciendo por tanto una actividad opuesta a la de EZH2. Recientemente se han 
realizado distintos estudios que las relacionan con los programas EMT, actuando 
KDM6B como un promotor y KDM6A como un inhibidor de EMT en modelos 
de cáncer de mama y de cáncer de pulmón (Ramadoss 2012;Choi 2015; Taube 
2017; Terashima 2017) En otros modelos como el carcinoma hepatocelular y de 
glioma KDM6B también promueve EMT (Tang 2016; Sui 2019). Todas estas 
observaciones, realizadas en diferentes modelos celulares, sugieren que los 
moduladores de la marca H3K27me3 (PRC2, KDM6A y KDM6B) tienen un 
papel dual en la inducción del programa EMT en función del tipo celular. Sin 
embargo, existen muy pocos estudios que aborden estas interacciones en la 
inducción del programa EMT y que permitan conocer de forma precisa qué papel 
que juegan estos tres elementos en el cáncer según el contexto y el tipo de tumor. 
Uno de los objetivos de esta tesis doctoral es caracterizar su contribución al 
fenotipo EMT asociado a la resistencia a ITQs en el contexto del AC pulmonar. 
2.1.3 Invasión-metástasis y fenotipo CSC 
inducido por EMT 
La diseminación de las células tumorales procedentes del tumor primario y la 
posterior formación de nuevas colonias tumorales en localizaciones distantes es 
un proceso de varios pasos conocido como la cascada de invasión y metástasis. 
(Fidler 2003; Gupta 2006; Talmadge 2010). Las etapas iniciales de invasión y 
diseminación permiten que las células tumorales malignas adquieran rasgos que 
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las capacitan para abandonar el tumor primario y viajar a tejidos distantes. La 
activación de la EMT es esencial en este proceso y no requiere de mutaciones 
adicionales (Thiery 2002; Morel 2012). Actualmente la definición de EMT está 
siendo reevaluada como un proceso de alta plasticidad necesario para la 
diseminación metastática. Por lo tanto, los programas EMT se ven cada vez más 
como células que residen en un espectro de múltiples estados intermedios que se 
encuentran entre los polos epiteliales y mesenquimales (Bednarz-Knoll 2012; 
Grosse-Wilde 2015; Li 2016; Nieto 2016). Es probable que, en algunos casos, 
los carcinomas metastásicos puedan exhibir propiedades mesenquimales 
plásticas que ayudan a su diseminación (Bonnomet 2012; Trimboli 2008), pero 
no hay un patrón general que se cumpla en todos ellos (Celià -Terrassa 2012).  
De hecho, ya hemos señalado la gran cantidad de trabajos que inciden en la 
importancia de la "EMT parcial" y su papel en la progresión tumoral y la 
metástasis (Lundgren 2009; Jordan 2011; Bednarz-Knoll 2012; Sampson 2014; 
Grosse-Wilde 2015; Hong 2015; Schliekelman 2015). Por el contrario, la 
inducción de un estado completamente mesenquimal, como el que se logra 
experimentalmente a través de la sobreexpresión ectópica de los EMT-TFs 
produce células que han perdido la capacidad proliferativa y, por lo tanto, el 
poder formar colonias metastásicas (Ocaña 2012; Tsai 2012). Dicho de otra 
manera, la plasticidad fenotípica asociada a la malignidad reside en expresar 
metaestados intermedios dentro del espectro epitelial-mesenquimal que permiten 
transiciones reversibles (EMT y MET) y resulta crítica para la formación de 
colonias metastásicas y su subsiguiente crecimiento.  
Muy relacionado con todo lo descrito anteriormente es el papel de la EMT en la 
formación de células madre cancerosas (CSC) o células iniciadoras de tumores, 
que son subpoblaciones celulares minoritarias capaces de generar nuevos 
tumores. Este concepto ha proporcionado un nuevo escenario sobre cómo los 
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mecanismos reguladores epigenéticos pueden contribuir a la diversidad 
fenotípica de distintas subpoblaciones de células cancerosas dentro de un tumor 
(Reya 2001; Bjerkvig 2005). 
El concepto CSC intenta explicar la gran heterogeneidad intratumoral, y se basa 
en la noción de que existen diferentes subpoblaciones celulares fenotípicamente 
distintas que residen dentro de la misma masa tumoral organizadas en una 
jerarquía, de manera análoga a las células madre del tejido normal y con algunas 
características funcionales similares. De tal modo, las CSC presentan una 
plasticidad celular que les permite dirigir el fenotipo CSC mediante 
modificaciones epigenéticas con el fin de que las células tumorales se renueven 
por sí mismas y generar una nueva masa tumoral heterogénea con nuevas CSC 
y una población de células tumorales menos tumorigénicas (Avgustinova 2016).  
Otras características como el crecimiento continuo del tumor, la formación de 
metástasis y la recurrencia después de la terapia pueden atribuirse en gran medida 
a las subpoblaciones relativamente raras de CSC dentro de los tumores 
individuales (Brabletz 2005; Wicha 2006).La evidencia acumulada ha 
demostrado que las CSC son más resistentes que las no CSC a varios tipos de 
terapias convencionales, provocando la recaída clínica a causa de su capacidad 
de iniciación tumoral que permite la generación de nuevas masas tumorales (Bao 
2006; Li 2008; Diehn 2009).  
Los cambios epigenéticos que explican las diferencias fenotípicas entre CSC y 
no CSC apenas comienzan a descubrirse. En el caso de los carcinomas, es 
probable que la diferencia entre CSC y no CSC sea atribuible en gran medida al 
programa EMT (Polyak 2009; Medema 2013), ya que en varios carcinomas, 
como el de mama, donde son mejor conocidos y estudiados estos mecanismos, 
solo las células neoplásicas dentro de la subpoblación enriquecida con CSC 
exhiben aspectos de la activación del programa EMT (Mani 2008; Chen 2009; 
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Pang 2010; Mulholland 2012). La inducción forzada de un programa EMT, ya 
sea a través de la sobreexpresión de TWIST1 o SNAI1, o con el tratamiento con 
TGFβ1, confiere muchas propiedades de las CSC en las células tumorales 
epiteliales como un aumento sustancial su capacidad de iniciación tumoral (Mani 
2008; Wellner 2009). Además, la activación del programa EMT confiere a estas 
células tumorales resistencia a muchos tipos de agentes terapéuticos, otro 
atributo importante de las CSC (Singh 2010; Holohan 2013). Otra propiedad 
inducida con el programa EMT es la expresión de marcadores de superficie 
celular específica de CSC, es decir, la expresión elevada y reducida de las 
glucoproteínas CD44 y CD24, respectivamente y una mayor capacidad para 
formar esferas en un cultivo en suspensión (Mani 2008).  Estas observaciones, 
junto con las de una serie de estudios de seguimiento, han demostrado que la 
activación del programa EMT en células neoplásicas está estrechamente 
relacionada con la entrada en el estado CSC, en una amplia variedad de tipos de 
carcinoma humano, revelando efectos multifacéticos del programa EMT para 
impulsar el fenotipo maligno de las células de carcinoma (Scheel 2012). 
2.1.1 Resistencia a fármacos y EMT 
El programa EMT confiere resistencia a la muerte celular inducida por fármacos 
citotóxicos mediante distintos mecanismos, tanto en embriones como en células 
tumorales (Vega 2004; Thiery 2009), incluida la quimioterapia (Singh 2010). 
Incluso en estudios que encuentran una contribución limitada de la EMT a la 
hora de inducir metástasis, su papel como factor de quimiorresistencia es 
evidente (Fischer 2015; Zheng 2015). Los análisis de expresión génica de 
muestras tumorales procedentes de pacientes y las respuestas clínicas han 
demostrado una correlación muy significativa la firma transcripcional EMT y la 
resistencia al tratamiento. Por ejemplo, en pacientes con cáncer de mama existe 
una estrecha asociación entre la resistencia a la quimioterapia una elevada 
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expresión de genes propios del estroma. Esta regulación positiva de la 
transcripción parece ser causada, en parte, por la activación del programa EMT 
en las células de carcinoma (Farmer 2009). En otro estudio con pacientes de 
carcinoma mamario basal la elevada expresión de genes mesenquimales se 
asoció a un peor pronóstico y al desarrollo de resistencias (Yauch 2005; Liedtke 
2008). Sin embargo, los mecanismos implicados en la resistencia a la 
quimioterapia convencional inducida por EMT todavía no están bien definidos. 
Existe la posibilidad de que la quimioterapia genere un enriquecimiento de las 
células mesenquimales con características CSC, minoritarias antes de que la 
quimioterapia elimine el grueso del tumor formado por células epiteliales, o 
incluso que los agentes quimioterápicos activen directamente al programa EMT, 
como por ejemplo la adriamicina en modelos celulares de carcinoma mamario 
(Li 2011). 
2.1.2 Resistencia a los ITQs de EGFR inducida 
por la EMT en el CPNM 
Los primeros estudios que describían la teoría de la evolución clonal de los 
tumores fueron realizadas hace décadas (Nowell 1976). Durante el proceso de la 
carcinogénesis, las células tumorales adquieren distintas alteraciones tanto 
genéticas como epigenéticas. Las diferentes subpoblaciones celulares capaces de 
adaptarse a un microambiente tumoral adverso (y a la presión farmacológica) 
serán seleccionadas y expandidas, mientras que las subpoblaciones con menor 
capacidad de adaptación (o sensibles al tratamiento antitumoral) reducirán su 
número e incluso serán eliminadas (Solit 2010; Sharma 2010). 
El desarrollo de ITQs de EGFR para el tratamiento de CPNM con mutaciones en 
EGFR y el desarrollo de resistencias que dan lugar a las recaídas clínicas son un 
buen ejemplo que demuestra esta hipótesis de la evolución clonal en el escenario 
heterogéneo del microambiente tumoral. Como ya mencionamos anteriormente, 
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los pacientes desarrollan resistencias a los ITQs de primera generación erlotinib 
y gefitinib mediante la adquisición de nuevas mutaciones en EGFR como la 
T790M (Sequist 2011); en ciertos casos pueden encontrarse subpoblaciones 
minoritarias con esta mutación ya presentes antes del tratamiento con ITQs de 
primera generación (Jonsson 2017; Soucheray 2015), que favorece su expansión 
y selección clonal. El osimertinib, indicado para el tratamiento de la mutación 
T790M de EGFR, acaba generando también resistencias como una tercera 
mutación de EGFR C797S (Jia 2016). En los últimos años el brigatinib ha 
demostrado ser capaz de superar este mecanismo de resistencia y actuar en 
pacientes con esta tercera mutación (Uchibori 2017; Thress 2015). Para añadir 
más complejidad, además de los mecanismos de resistencia genéticos tenemos 
que añadir a los epigenéticos, siendo los más frecuentes tras el tratamiento con 
ITQs la transición a CPM y la activación de EMT descritos en la sección 1.2.7 b  
(Sequist 2011).  
La relación entre la EMT y la resistencia a ITQs es bien conocida desde hace 
algunos años.  La represión de CDH1 se asocia con la resistencia adquirida al 
erlotinib en estudios in vitro de líneas celulares de CPNM (Suda 2011), y la 
resistencia al afatinib se asoció a su vez con la activación de la EMT con 
características de CSC (Hashida 2015). La sobreexpresión del miR-200, que es 
capaz de bloquear la expresión de ZEB1, ejerce un afecto antitumoral en las 
células con fenotipo EMT resistentes a ITQs (Sato 2017). En muestras de 
rebiopsias de pacientes que han desarrollado resistencias a los ITQs se puede 
detectar la sobreexpresión de ZEB1 (Yoshisa 2016). Además, los resultados de 
un estudio diseñado para interrelacionar los perfiles de expresión génica y las 
respuestas a los inhibidores de EGFR o PI3K en muestras clínicas y en varias 
líneas celulares derivadas de pacientes con CPNM, se ha identificado una firma 
EMT compuesta por 76 genes con capacidad predictiva de resistencia clínica a 
los ITQs, destacando además la activación de vías de señalización 
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independientes de EGFR como el receptor AXL (Byers 2013). Otro estudio 
demostró que la reactivación de la de ERK1/2 promueve también el desarrollo 
del programa EMT y la supervivencia a los inhibidores de ITQs contra EGFR 
(Buonato 2014). También cabe destacar que otros compartimentos celulares del 
complejo microambiente tumoral, como son los fibroblastos asociados al tumor 
(cancer associated fibroblasts, CAFs) pueden actuar como promotores de la 
resistencia a los ITQs, liberando citoquinas y factores de crecimiento inductoras 
de la EMT, como el propio TGFß1 (Crawford 2009). 
De una manera u otra, todos estos estudios demuestran el importante papel del 
programa EMT en el desarrollo de resistencias a los ITQs de EGFR. Dado que 
existen múltiples mecanismos moleculares involucrados, tanto genéticos como 
epigenéticos, ya sean generados por la propia célula tumoral o por el 
microambiente que la rodea, y que algunos de ellos podrían ser accionables y 
modulables farmacológicamente, resulta muy atractiva la posibilidad de diseñar 
tratamientos que pudieran frenar o incluso revertir el fenómeno de la resistencia 
a los ITQs dirigida por la EMT, aumentando así su eficacia terapéutica. De la 
misma manera, las combinaciones que a priori pudieran resultar razonables en 
base a evidencias preclínicas en modelos celulares concretos, podrían promover 
ciertos mecanismos de adquisición de resistencia a los ITQs en los pacientes de 
CPNM. Por ejemplo, la combinación de pemetrexed con el gefitinib evita la 
aparición de resistencias asociadas al programa EMT en algunos modelos 
celulares (La Monica 2016). En modelos celulares de CPNM EGFR mutante, 
aparece la resistencia a los inhibidores de EGFR asociada al fenotipo 
mesenquimal mediante la activación de la vía AXL, y la combinación de 
inhibidores de AXL junto con los ITQs de EGFR fueron capaces de revertir la 
resistencia a los ITQs (Byers 2013). Por otro lado, nuestro grupo de investigación 
ha demostrado que el tratamiento con gefitinib combinado con un inhibidor de 
TGFß1R en modelos celulares de CPNM con EGFR mutado  logra bloquear este 
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mecanismo de resistencia EMT-dependiente, pero favorece la expansión de la 
subpoblación T790M preexistente, sensible al osimertinib (Soucheray 2015). 
Más recientemente, y analizando los mismos modelos celulares con diferentes 
tecnologías ómicas, hemos identificado nuevos mecanismos de resistencia a los 
ITQs dirigido por la sobreexpresión del receptor de quimioquinas asociado a 
proteínas G CXCR7, que permite la reactivación de ERK1/2 asociada al 
programa EMT; el bloqueo de este receptor con inhibidores específicos podría 
ser de gran interés para prevenir el programa EMT en pacientes de CPNM 
tratados con ITQs de EGFR (Becker 2019). 
Pese a todos estos esfuerzos, en la actualidad no disponemos de estrategias 
clínicamente viables que hayan conseguido retrasar o revertir de forma eficaz la 
resistencia a los ITQs, salvando el caso del osimertinib, activo frente a T790M, 
pero que también acaba desarrollando resistencias. Dado que el programa EMT 
es un proceso de reprogramación epigenética que confiere a las células tumorales 
una gran plasticidad y capacidad adaptativa, los moduladores epigenéticos 
suponen una opción terapéutica muy atractiva para mantener el fenotipo epitelial 
y la sensibilidad a los ITQs de EGFR. En este sentido, algunos estudios recientes 
en CPNM han explorado el uso de inhibidores de HDACs para revertir el 
fenotipo EMT en modelos celulares de CPNM EGFR mutante con resistencia a 
los ITQs (Weng 2019), y en combinación con ITQs en ensayos preclínicos 
cuando la resistencia a los ITQs ya se ha establecido (Yu 2017). Otro estudio 
demostró en modelos celulares de CPNM EGFR mutante resistente a los ITQs 
que la inhibición de la metiltransferasa de histonas G9a era capaz de 
resensibilizar las células a los ITQs mediante la reversión del fenotipo EMT 
(Wang 2018). Sin embargo, estos estudios son muy preliminares, utilizan pocos 
modelos celulares que no representan la heterogeneidad del CPNM dirigido por 
EGFR, y no permiten establecer conclusiones claras sobre la viabilidad de las 
terapias epigenéticas. Por tanto, sigue abierto un amplio campo de acción donde 
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son necesarios abordajes integrativos en paneles amplios líneas celulares, 
modelos animales y muestras de pacientes, para, por un lado, definir los 
determinantes epigenéticos que subyacen en la EMT y la resistencia adquirida a 
los ITQs, y personalizar combinaciones farmacológicas que pudieran prevenir o 
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 Hipótesis y objetivos 
 
La resistencia adquirida a las terapias dirigidas contra EGFR durante el 
tratamiento de los pacientes de AC pulmonar con EGFR mutado es un problema 
clínico grave. La enorme heterogeneidad genética y epigenética de los tumores 
es la responsable del desarrollo de múltiples y complejos mecanismos de 
resistencia.  
En esta tesis doctoral planteamos el estudio de los mecanismos epigenéticos que 
subyacen a este fenómeno de una manera sistemática en un amplio panel de 
modelos celulares de AC pulmonar dirigidos por mutaciones activadoras de 
EGFR. Para ello, proponemos los siguientes objetivos: 
1. Desarrollar nuevos modelos de resistencia adquirida al inhibidor 
irreversible de EGFR de 3ª generación osimertinib, activo frente a la 
mutación de resistencia a los inhibidores de 1ª generación erlotinib y 
gefitnib. 
2. Realizar un metaanálisis de los datos transcriptómicos y epigenómicos 
de modelos de resistencia a inhibidores de 1ª generación disponibles 
para identificar potenciales reguladores epigenómicos. 
3. Estudiar la contribución específica de estos reguladores epigenéticos en 
los modelos celulares de resistencia adquirida al osimertinib mediante 
herramientas de transducción génica y ensayos de biología celular y 
molecular. 
4. Proponer nuevos tratamientos basados en fármacos epigenéticos 
capaces de prevenir o revertir la resistencia adquirida al osimertinib. 
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 Material y métodos 
1. Modelos experimentales 
Para este trabajo se han empleado las líneas celulares tumorales de AC de 
pulmón con EGFR mutado: HCC827, HCC4006 y H1975 que proceden de la 
American Type Culture Collection (ATCC) y las PC9 que proceden de la 
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Además, a partir 
de ellas se desarrollaron líneas resistentes al ITQ de tercera generación 
osimertinib, empleando concentraciones crecientes desde el rango nanomolar 
hasta que eran capaces de crecer normalmente a concentraciones de 10 µM.  
Tabla 2: Líneas celulares de CPNM empleadas como modelos de sensibilidad y 
resistencia a los ITQs de EGFR y su perfil mutacional. 
Línea celular Mutación Línea resistente 
HCC4006 


















También, se utilizó la línea celular HEK 293 LTV, Que es una línea embrionaria 
de riñón que se emplea para el empaquetamiento de partículas lentivirales.  




Figura 15. Imágenes de la morfología de las líneas celulares empleadas. Las imágenes fueron 
tomadas con una confluencia similar entre cada pareja ITQ sensible-resistente, siendo la 
confluencia alrededor de un 70%. 
2. Cultivos celulares 
Las líneas celulares de AC pulmonar se cultivaron en medio completo compuesto 
por: 
 90% RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) 
(Gibco®, Life Technologies) 
 10% de suero bovino fetal inactivado (Gibco®, Life Technologies) 
 100 U/ml de penicilina (Gibco®, Life Technologies) 
 100 μg/ml de estreptomicina (Gibco®, Life Technologies) 
 0.25 μg/ml de fungizona (Gibco®, Life Technologies) 
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La línea HEK 293 LTV se cultivó en medio completo compuesto por: 
 90% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con 
GlutaMAXTM y 4.5g/l de glucosa (Gibco®, Life Technologies). 
 10% de SBF (Gibco®, Life Technologies) 
 100 U/ml de penicilina (Gibco®, Life Technologies) 
 0.25 μg/ml de fungizona (Gibco®, Life Technologies) 
3. Estudios de proliferación y viabilidad celulares 
La viabilidad y el número de células de los cultivos celulares se determinó 
mediante el contador automático Countess® II (Invitrogen). Este aparato realiza 
la técnica de contaje mediante el método de exclusión del colorante vital azul 
tripán. 
El azul tripán se trata de colorante vital capaz de introducirse en el interior de las 
células que presentan cualquier rotura en la membrana. De este modo, las células 
con la membrana celular íntegra no permiten la entrada del colorante, 
presentando un aspecto redondeado y transparente. Mientras que las células 
alteradas o muertas adquieren un tono azul, aunque conservan una morfología 
similar a las células viables. 
Para realizar el contaje celular, después de la tripsinización y la resuspensión en 
medio completo, se mezcló una alícuota de la suspensión celular obtenida con el 
mismo volumen de una solución de azul tripán al 0.4% (Invitrogen) haciendo así 
una dilución 1/2 y se cargó en las cámaras de contaje específicas para el aparato 
(Countess® cell counting chamber slides; Invitrogen).  
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4. Estudio de la citotoxicidad celular: Método de la 
sulforodamina B 
El método de la sulforodamina B se emplea para la determinación de forma 
indirecta del número de células. Se trata de un método colorimétrico que está 
basado en la cuantificación de la tinción de las proteínas celulares con el 
colorante sulforodamina B. Siendo esta medida de la masa proteica directamente 
proporcional al número de células (Skehan, Storeng et al. 1990, Voigt 2005). 
Este método tiene la ventaja de que permite realizar ensayos de citotoxicidad a 
gran escala en placas de 96 pocillos (Vichai, Kirtikara 2006).  
El protocolo empleado fue el implantado por el Instituto Nacional del Cáncer 
Americano (NCI) (www.cancer.gov). En primer lugar, se sembraron 7,5x103 
células por pocillo en placas de 96 pocillos en un volumen 100 μl de medio 
completo. A las 24 horas tras la siembra, se añadieron los fármacos disueltos en 
medio RPMI. Se emplearon 6 réplicas por condición, realizando diluciones 
seriadas 1:3 a partir de 10 μM. En función del fármaco, se utilizó el 
correspondiente control con el vehículo en el que éste se disolvía (DMSO o 
etanol). 
Una vez pasadas 72 horas después del tratamiento, las células se fijaron mediante 
la adición de ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 50% de manera que se 
quedase a la concentración final del 10% (p/v) en el pocillo, y se incubaron 
durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, las placas fueron lavadas cinco veces con 
agua y se dejaron secar.  
Las placas fijadas fueron teñidas con 100 μl de una solución de sulforodamina B 
(Sigma-Aldrich) al 0.4% (p/v) en ácido acético al 1%, durante 20 minutos. Tras 
este tiempo las placas se lavaron con ácido acético al 1%, para eliminar cualquier 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
94 
 
exceso de tinción y se dejaron secar. Después, el colorante unido a las proteínas 
se solubilizó con 200 μl de tampón Trizma® Base (Sigma-Aldrich) a 10mM.  
Finalmente, se midió en el espectrofotómetro la absorbancia a 570 nm en un 
lector de placas (Multiskan spectrum; Thermo Scientific) y se le restó el ruido 
de fondo medido a 620 nm para cada pocillo. Los datos se expresan como 
porcentaje de viabilidad celular que se calculó de acuerdo con la expresión: 
 
5. Análisis de expresión proteica mediante western blot 
El western blot se trata de una técnica que permite medir la cantidad de una 
proteína específica en un extracto de proteínas y comparar así sus niveles con 
respecto a los niveles de esa proteína en otras muestras. Para ello, se realizaron 
los siguientes pasos: 
5.1 Extracción de proteínas 
Para la obtención de las muestras de proteínas de los cultivos celulares en 
monocapa, en primer lugar, se retiró el medio de cultivo de las placas y se lavaron 
con PBS frío. Después, tras eliminar el PBS, las células se rascaron en hielo en 
presencia de un tampón de lisis RIPA compuesto por 10mM de Tris pH 8, 140 
mM de NaCl, 1mM de Na2EDTA, 1% (v/v) de TritonTM X-100, 0,1% (p/v) de 
deoxicolato sódico, 0,1% (p/v) SDS y suplementado con inhibidores de proteasas 
y fosfatasas (ThermoFisher Scientific). Una vez recogido el lisado celular, se 
sometió cada muestra a la sonicación aplicando tres ciclos de 5 segundos de 
ultrasonidos intercalados por 15 segundos de parada empleando un sonicador 
Branson SLPe. A continuación, la muestra se centrifugó a 15000 R.P.M., 15 
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minutos a 4°C y posteriormente se recogió el sobrenadante y se desechó el pellet 
de restos celulares. La concentración de proteínas se determinó mediante el 
método descrito por Bradford, usando el reactivo Coomassie Blue G-250 
(Thermo Scientific) y midiendo la absorbancia de las muestras a 595 nm. Los 
valores obtenidos se interpolaron mediante una recta patrón de albúmina sérica 
bovina (BSA; Roche) con un rango de concentraciones entre 0.01 mg/ml-2 
mg/ml.  
5.2 Electroforesis y transferencia 
La separación de las proteínas se realizó en función de su peso molecular 
mediante la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Para ello, se 
mezclaron 35 μg de proteína con el volumen adecuado de tampón de carga (Tris 
50mM pH6.8, SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v),0.005% azul de bromofenol 
(p/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v)) y se incubaron durante 5 minutos a 98°C para 
desnaturalizar las proteínas. 
Tras la desnaturalización de las proteínas, las muestras se cargaron en geles con 
gradiente de poliacrilamida del 4-15% comerciales (CriterionTM XT precast gel, 
Bio-Rad) y se sometieron a electroforesis utilizando el sistema Criterion Precast 
Gel System (Bio-Rad) en un tampón compuesto por Tris 25 mM, glicina 200 mM 
y SDS al 0.1% (p/v) con pH 8,3. Junto a las muestras de proteínas, se utilizó un 
marcador de peso molecular (Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color, 
Bio-Rad). 
Una vez realizada la electroforesis, con las proteínas bien separadas según su 
peso molecular, las proteínas del gel se transfirieron en húmedo a membranas de 
nitrocelulosa utilizando el mismo sistema de electroforesis Criterion Precast Gel 
System (Bio-Rad) durante 60 minutos a 100 V en un tampón de transferencia con 
Tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS al 0,1 % (p/V) y Metanol al 20% (v/v). 




Para el paso de la inmunodetección, en primer lugar, se bloquearon las uniones 
inespecíficas de la membrana con una solución de bloqueo de compuesta con 
leche desnatada al 5% en TBS-Tween (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-
20 0.1%, pH 7.5) durante 60 minutos a temperatura ambiente y en agitación 
suave. Después, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-Tween, para 
incubar posteriormente la membrana con los anticuerpos primarios durante toda 
la noche a 4ºC. Los anticuerpos primarios se diluyeron en BSA al 5% en TBS-
Tween. Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios dirigidos contra las 
proteínas especificadas en la Tabla 3. 










































































































Tabla 4. Lista de anticuerpos secundarios empleados para western blot. 
Anticuerpos secundarios 
Diana Conjugado Dilución Casa comercial 
Anti Conejo IgG HRP 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
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Después de la incubación del anticuerpo primario, las membranas se lavaron 3 
veces durante 5 minutos con TBS-Tween para eliminar el exceso de anticuerpo 
no unido a la membrana. Posteriormente, para detectar la proteína, las 
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 
(mostrados en la Tabla 4) conjugado a la peroxidasa de rábano picante (HRP). 
Finalmente, tras lavar 3 veces durante 5 minutos en agitación con TBS-Tween 
para quitar cualquier el exceso de anticuerpo secundario que no se haya unido a 
la membrana, las membranas se incubaron con el reactivo comercial ECL 
(Pierce, Thermo Scientific), que permite la detección mediante una reacción de 
quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados con peroxidasa. El luminol 
presente en el ECL, en presencia de peróxido de hidrógeno, se transforma por la 
HRP (conjugada en el anticuerpo secundario) a un dianión excitado, capaz de 
emitir luz al regresar a su estado fundamental. Esta luz fue captada por una 
cámara de quimioluminiscencia mediante el sistema ChemiDocTM XRS+ de Bio-
Rad. La señal obtenida se analizó mediante densitometría utilizando el software 
Image Lab 2.0.1 (BioRad). 
6. Análisis de la expresión génica mediante RT-PCR 
La RT-PCR cuantitativa (transcriptasa reversa seguida de reacción en cadena de 
la polimerasa)  es una técnica que monitoriza y cuantifica la amplificación de 
una secuencia especifica de ADN complementario (ADNc) a lo largo de la 
reacción. Este ADNc es obtenido a partir del ARNm extraído de las muestras 
mediante la reacción de transcripción inversa. Para la PCR cuantitativa (qPCR) 
se requiere un molde de ADN, un par de cebadores (primers) específicos, un 
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tampón de reacción adecuado y la enzima ADN polimerasa termoestable. Esta 
técnica permite estudiar la expresión génica permitiendo ver los niveles de 
ARNm de un gen concreto y compararlos con respecto a otras muestras para ver 
si ese gen está activo o reprimido. Para ello, se realizaron los siguientes pasos:  
6.1.Extracción de ARN 
Para la obtención del ARN total de los cultivos celulares en monocapa se empleó 
el kit de extracción E.Z.N.A.® Total RNA kit I (Omega). El protocolo empleado 
fue el establecido por el kit, en primer lugar, se retiró el medio de cultivo de las 
placas y se lavaron con PBS frío. Después, tras eliminar el PBS, las células se 
rascaron en hielo en presencia de 350 μl de tampón de lisis TRK suplementado 
con β-mercaptoetanol 0,02% (v/v). Las muestras se homogeneizaron y 
posteriormente se añadió el mismo volumen de etanol al 70% (Fisher-scientific). 
Una vez añadido el etanol se mezclaron bien por vortex y se transfirió la muestra 
a columnas HiBind® RNA Mini Column del kit de extracción. Las muestras se 
centrifugaron a 10.000 g 1 minuto y se desechó el filtrado quedando el ARN 
retenido en la columna. Posteriormente se realizaron varios lavados y 
centrifugaciones con tampones de lavado del kit para purificar las muestras y se 
desecharon los líquidos filtrados. Se hizo secar bien la columna para eliminar 
restos de etanol de los tampones de lavado y se añadió agua libre de RNasas para 
disolver el ARN de la columna. La columna se centrifugo a máxima velocidad 
durante dos minutos. Una vez extraído el ARN total, se cuantificó su 
concentración mediante el espectrofotómetro Nano Drop lite (Thermo 
Scientific). 
6.2. Síntesis del ADNc  
Una vez cuantificadas las muestras se procedió a obtener el ADNc mediante la 
reacción con la transcriptasa reversa. Para la transcripción reversa utilizamos el 
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kit PrimeScriptTM Reverse Transcriptase (Takara) y 500 ng de ARN total por 
muestra junto con los siguientes componentes:  
Tabla 5. Lista de reactivos para la formación de ADNc. 
Reactivo Cantidad 
5x PrimeScript buffer 2 μl 
Oligo dT primer 50 μM 0.5 μl 
Random 6 mers 100 μM 0.5 μl 
PrimeScript Enzyme mix I 0.5 μl 
ARN 500 ng 
Agua libre de RNasas Hasta 10 μl 
 
Una vez mezclados todos los reactivas, se llevaron las muestras al termociclador 
Life Eco (Bioer) y se cargó el programa indicado para la retrotranscripción: 15 
minutos a 37º, 5 segundos a 85º y posteriormente a 4º recoger las muestras y se 
diluyeron con agua libre de Rnasas a una concentración de 5 ng/ μl de ADNc. 
6.3. Reacción en cadena de la polimerasa  
Una vez obtenido el ADNc, se procedió a realizar la qPCR para amplificar las 
secuencias de ADN de los genes que se deseaban estudiar. Para ello, se 
emplearon placas de PCR de 96 pocillos (Bio-rad) en las que se cargaron 
triplicados de las muestras para cada pareja de primers del gen correspondiente. 
De tal modo, en cada pocillo se mezclaron los siguientes reactivos (tabla 6): 
Tabla 6. Lista de reactivos para la PCR. 
Reactivo Cantidad 
ADNc muestra 2 μl (10ng) 
Mix Primers (Forward y reverse) 10 μM  1 μl 
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TB Grenn Premix Ex Taq 2x (Takara) 6 μl 
Agua libre de RNasas 3 μl 
 
Una vez cargada toda la placa, se centrifugó para eliminar cualquier burbuja y se 
introdujo en el termociclador iQ5 (Bio-Rad) donde se realizó la PCR.  
Finalmente, los datos y resultados adquiridos fueron extraídos y analizados por 
el software iQ5 Optical System software 2.1 (Bio-Rad) y por Excel. 


























RARA F: CCAGCCACCATTGAGACC 










7. Análisis de la regulación de la expresión génica 
mediante ChIP 
La inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) es una técnica que permite 
analizar la regulación de la expresión de los genes mediante el estudio de las 
interacciones entre las proteínas y regiones específicas de ADN (normalmente 
las secuencias promotoras) de genes concretos para establecer vínculos sobre si 
esas proteínas, factores de transcripción o marcas de histonas permiten la 
activación o represión del gen. Para ello, se realizaron los siguientes pasos de 
acuerdo al protocolo del kit empleado (Low cell ChIP kit, Diagenode). 
7.1.Preparación de la muestra 
En primer lugar, las células se tripsinizaron, se recogieron en PBS, después se 
centrifugaron y se contaron para pasar 1x106 células a un tubo eppendorf. 
Después, se centrifugaron a 14.000 R.P.M., se retiró el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 500 μl de PBS con inhibidor de proteasas y 
fosfatasas (ThermoFisher Scientific). Una vez resuspendidas se procedió a fijar 
la muestra para que las interacciones proteína-cromatina permanecieran estables. 
Para ello, se añadieron 13,5 μl de paraformaldehido al 36,5%, se agitó bien la 
muestra y se dejó incubando a temperatura ambiente 8 minutos. Después, se 
añadieron 57 μl de glicina 1,25 M a la muestra para detener el proceso de fijación. 
Se agitó la muestra y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. A partir de 
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ahí, se empezó a trabajar a 4ºC, se centrifugaron las muestras durante 10 minutos 
a 470 g, después se retiró el sobrenadante y se resuspendió la muestra en otros 
500 μl de PBS con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Este paso de 
centrifugación y resuspensión del pellet con PBS más los inhibidores se repitió 
otra vez. Finalmente, la muestra se volvió a centrifugar 10 minutos a 470 g, se 
retiró el sobrenadante y se resuspendió en 130 μl de tampón B con inhibidor de 
proteasas. La muestra se incubó 30 minutos a 8ºC en agitación media. Después, 
se sonicaron las muestras en el sonicador Diagenode Bioruptor® Plus sonication 
device UCD-200 con ciclos de intensidad alta de 30 segundos de ultrasonidos y 
30 segundos de parada durante 15 minutos (15 ciclos) a 4ºC para asegurar que 
los fragmentos de ADN se quedaran en un tamaño óptimo para el ensayo, entre 
250 y 500 pares de bases. Una vez sonicada la muestra, se añadieron 870 μl de 
tampón A con inhibidores de proteasas y se congelaron las muestras a -80ºC. 
7.2.ChIP 
Para realizar la inmunoprecipitación, en primer lugar se mezclaron 22 μl de 
tampón A con 11 μl de las bolas magnéticas por cada muestra de ChIP. Después 
se centrifugaron 5 minutos a 1300 R.P.M., se retiró el sobrenadante y se repitió 
el mismo proceso para hacer un segundo lavado. Después de centrifugar y retirar 
el sobrenadante, se resuspendieron las bolas magnéticas en 11 μl de tampón A. 
Por cada reacción de ChIP se mezclaron 90 μl de tampón A a cada tubo de ChIP 
y 10 μl de las bolas magnéticas del paso anterior. A continuación, se añadieron 
a cada tubo 2 μg de anticuerpo específico (ver anticuerpos empleados en la tabla 
3) y se incubaron en rotación durante 4 horas a 4ºC para asegurar la unión entre 
el anticuerpo y las bolas magnéticas. 
Tras la incubación del anticuerpo, se centrifugaron los tubos y se colocaron en 
una gradilla magnética que permite la retención de las bolas magnéticas mientras 
se retira el sobrenadante. Una vez retirado el sobrenadante, se añadieron 100 μl 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
104 
 
de las muestras sonicadas a cada tubo de ChIP junto con las bolas magnéticas 
unidas al anticuerpo y se retiraron de la muestra sonicada además 10 μl como 
input. Las muestras se incubaron con el anticuerpo unido a las bolas magnéticas 
durante toda la noche en rotación a 4ºC. Al día siguiente se retiró el sobrenadante 
dejando las bolas magnéticas unidas al anticuerpo y a la proteína que 
interacciona con el anticuerpo, se realizaron tres lavados de 100 μl con tampón 
A para eliminar cualquier el resto de proteína que no se haya unido al anticuerpo 
y después un lavado de 100 μl con tampón C. Finalmente, a cada reacción se 
añadieron 100 μl de tampón de aislamiento de ADN junto con proteinasa K, y a 
por 1 μl del input de cada muestra se añadieron 99 μl del tampón. Una vez 
añadido el tampón, las muestras se incubaron a 55ºC durante 15 minutos y 
después a 100ºC durante otros 15 minutos. Finalmente, las muestras se 
centrifugaron a 14.000 R.P.M. durante 5 minutos, se transfirió el sobrenadante a 
un tubo nuevo descartando las bolas magnéticas, se cuantificó su concentración 
mediante el espectrofotómetro Nano Drop lite (Thermo Scientific) y se ajustó la 
concentración de cada muestra a 10 ng/μl. 
7.3.qPCR del ChIP 
Tras obtener las muestras del ChIP se procedió a realizar la qPCR para amplificar 
las secuencias de ADN del promotor de los genes de interés siguiendo los 
mismos pasos que en el apartado 6.3.  
























F: TATAATAATGGGCGGCAACG  
R: AATAACGCAGGAACCAAAGC 
8. Ensayo de inmunoprecipitación (IP) 
La inmunoprecipitación es una técnica que permite analizar la interacción directa 
entre proteínas, en nuestro casos factores de transcripción y remodeladores de la 
cromatina. Para ello, se realizaron los siguientes pasos: 
8.1.Preparación de la muestra 
En primer lugar, las células se tripsinizaron, se recogieron en PBS, después se 
centrifugaron y se contaron para pasar 1·106 células a un tubo eppendorf. 
Después, se centrifugaron a 14.000 R.P.M., se retiró el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en 500 μl de PBS + inhibidor de proteasas y fosfatasas 
(ThermoFisher Scientific). Una vez resuspendidas se resuspendieron en lisis 
tampón NP40 (1% NP40, 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, e inhibidor de 
proteasas y fosfatasas). Después, se sonicaron las muestras en el sonicador 
Diagenode Bioruptor® Plus sonication device UCD-200 con ciclos de 
intensidad alta de 30 segundos de ultrasonidos y 30 segundos de parada durante 
15 minutos (15 ciclos) a 4ºC para asegurar la lisis celular. Una vez sonicada la 
muestra, se centrifugaron en frio a 5000 R.P.M. durante 10 minutos y se 
cuantificaron las proteínas mediante el método Bradfor descrito anteriormente y 
se congelaron las muestras a -80ºC. 




En primer lugar se mezclaron 100 μl de PBS con BSA (5 mg/ml) con 50 μl de 
las bolas magnéticas (Invitrogen) por cada muestra de IP para lavarlas. Después 
se centrifugaron 5 minutos a 1300 R.P.M., se retiró el sobrenadante y se repitió 
el mismo proceso para hacer un segundo lavado. Finalmente, después de 
centrifugar y retirar el sobrenadante se resuspendieron las bolas magnéticas en 
101 μl de PBS+BSA por cada muestra de IP. Una vez preparadas las bolas 
magnéticas, se añadieron 400 μl de PBS+BSA a cada tubo de IP y 100 μl de las 
bolas magnéticas ya limpias. A continuación, se añadieron a cada tubo 2 μg de 
anticuerpo específico para el ensayo de cada IP (los anticuerpos empleados 
proceden de la tabla 3) y se incubaron en rotación durante 4 horas a 4ºC para 
asegurar la unión entre el anticuerpo y las bolas magnéticas. 
Tras la incubación del anticuerpo, se centrifugaron los tubos y se colocaron en 
una gradilla magnética que permite la retención de las bolas magnéticas mientras 
se retira el sobrenadante. Una vez retirado el sobrenadante, se hicieron dos 
lavados con 500 μl de PBS+BSA y se procedió a hacer el crosslinking entre las 
bolas magnéticas y el anticuerpo con el fin de disminuir las uniones inespecíficas 
mediante la adición de 500 μl de una solución 20 mM DMP en Borato sódico pH 
9.0. Las bolas magnéticas se incubaron en rotación durante 30 minutos y 
posteriormente se detuvo la reacción tras añadir 500 μl de 50 mM de etanolamina 
en PBS e incubar durante 2 horas, finalmente se hicieron tres lavados con 
PBS+BSA y se añadieron 400 μg de proteína para cada IP (un 10% de la muestra 
se guardó como Input) y se incubo toda la noche en rotación a 4ºC. Al día 
siguiente se retiró el sobrenadante, se realizaron varios lavados con PBS+BSA y 
se realizó la elución mediante incubación a 75ºC con tampón de lisis más 20 mM 
de DTT y SDS 0,1% una vez extraída la proteína de las bolas magnéticas el 
protocolo que se siguió para la determinación de las distintas proteínas fue el de 
western blot. 
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9. Estudios de transducción génica con construcciones 
lentivirales 
Los vectores lentivirales son sistemas que permiten introducir genes o ARN de 
interferencia (ARNi), en las líneas celulares con una gran eficiencia. Los 
vectores lentivirales en primer lugar se unen a las células diana mediante 
proteínas de la envuelta que favorecen la liberación del ARN que contiene la 
construcción lentiviral. Posteriormente, a través de una transcriptasa reversa este 
ARN se retro-transcribe a ADN complementario. El complejo se introduce en el 
núcleo y el ADN complementario es integrado en el genoma de la célula diana; 
generando una integración estable, que es capaz de pasar a las células 
descendientes durante la división celular. En nuestro caso, utilizamos estos 
vehículos para inducir la expresión de las proteínas CRABP2, y reprimir 
mediante secuencias de shRNA la expresión de CRABP2, RARA, RARB, 
RARG, KDM6A y KDM6B, todos los vectores fueron diseñados y construidos 
a través de VectorBuilder. 
El protocolo de producción de lentivirus consta de varios pasos divididos en dos 
fases, la primera de producción de las partículas virales y la segunda de 
transducción viral.  
9.1 Producción de partículas virales 
Se empleó un sistema de construcciones lentivirales de tercera generación. En 
primer lugar, el gen de la envoltura (env) viene codificado en un plásmido VSV-
G y, además, en el plásmido de empaquetamiento psPAX2, para evitar la 
generación de virus competentes, se eliminan genes accesorios (vif, vpr, vpu y 
nef) reduciendo sólo a los genes gag, pol, tat y rev del VIH-1. En este sistema 
las partículas virales son producidas por la co-transfección de tres plásmidos (el 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
108 
 
de envoltura, empaquetamiento y el plasmido del gen diana) en las células 
productoras HEK 293 LTV. 
Para ello los reactivos de la Tabla 9 se combinaron en un microtubo estéril de 
polipropileno y se incubaron durante 20-30 minutos:  
Tabla 9. Lista de reactivos para la formación de lentivirus. 
 Para petri 6 cm2 
Optimem Hasta 200 μl 
Plásmido 4 μg 
Plásmido psPAX2 4 μg 
Plásmido VSV-G 0.5 μg 
TransIT-LT1 24 μl 
 
Durante la incubación de los reactivos, se tripsinizaron las células HEK 2973 
LTV y se resuspendieron un medio de transfección (DMEM +10% SBF sin 
antibióticos) y se sembró 1,5x106 células con 2,3 ml de medio de transfección en 
placas de alta adherencia tratadas con colágeno I BIOCOAT Cell Environments 
(Beckton and Dickinson). Al terminar la incubación, se añadió la mezcla de 
reactivos gota a gota sobre las células sembradas y se movió ligeramente para 
una correcta distribución. 
Tras 24 horas post-transfección se retiró el medio y se sustituyó por un medio de 
producción viral (DMEM, 10% SBF y BSA al 1%). Tras 72 horas de incubación 
con este medio se recogieron las partículas virales. El sobrenadante se centrifugó 
3 minutos a 400g y se filtró con un filtro de 0.45 μm para eliminar restos de 
células productoras.  
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9.1.1 Obtención de los plásmidos de 
sobreexpresión y silenciamiento 
Tanto los vectores de sobreexpresión como de silenciamiento fueron diseñados 
a través de la empresa Vectorbuilder. Una vez diseñados y encargados, la 
empresa se encarga de realizar todo el proceso de clonación enviando finalmente 
el plásmido de interés incorporado en bacterias E. coli a través de un stock de 
glicerol. A partir de aquí lo primero que se realiza coger una parte de esas 
bacterias e introducirlas en 5 ml de medio LB (Sigma Aldrich) junto con 
antibiótico de selección para que únicamente crezcan las bacterias que tienen 
incorporado el plásmido, y se incuban las bacterias a 37ºC en agitación 24 horas.  
Al día siguiente, se realizó la extracción del plásmido de las bacterias mediante 
el kit Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Quiagen) siguiendo el protocolo propuesto 
por el kit. Una vez obtenido el plásmido, se cuantificó su concentración mediante 
el espectrofotómetro Nano Drop lite (Thermo Scientific). 
9.2 Transducción viral 
Para la transducción viral, las células en las que se deseaba sobreexpresar o 
silenciar un gen, fueron sometidas a dos series consecutivas de infección viral. 
Para ello, se añadió en primer lugar al medio con las partículas virales polibreno, 
a una concentración de 10 μg/ml, para favorecer la infección, dicha mezcla se 
añadió al medio de cultivo de las células. Tras 24 horas, se retiró este medio y se 
añadió de nuevo medio fresco con las partículas virales. Al día siguiente, se 
reemplazó este medio por medio completo junto con el antibiótico de selección 
correspondiente. La selección se considera completa cuando las células control 
(células sin infectar y por tanto no han incorporado el gen de resistencia al 
antibiótico) mueren totalmente mientras que las células infectadas crecen de 
forma normal. Para controlar que la infección se produjo de forma correcta, se 
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extrajeron muestras de proteínas para la confirmación por westen blot de que los 
niveles de proteínas son los esperados.  
10. Ensayos de formación de colonias 
Los ensayos de la formación de colonias son un método común para evaluar el 
efecto citostático o citotóxico de compuestos antitumorales. Se trata de ensayos 
in vitro basados en la capacidad que tienen las células aisladas de proliferar 
formando una colonia, entendiendo como tal un grupo de al menos 50 células. 
De este modo, se evalúa la capacidad proliferativa de cada célula en el seno de 
un cultivo celular (Franken, Rodermond et al. 2006). 
Para ello, las células se siembran a baja densidad (5.000 células por pocillo) en 
placas de 6 pocillos y 24 horas después de la siembra se cambia el medio del 
pocillo con los fármacos a evaluar, bien en monoterapia o en combinación para 
evaluar efectos sinérgicos o antagónicos. Cada 3 días se cambia el medio para 
renovar el fármaco que se haya podido degradar en ese tiempo. El ensayo dura 
entre 7-10 días, dependiendo del tiempo que tarda cada línea celular en formar 
en su control colonias de un tamaño adecuado. Pasado este tiempo, las células se 
fijan con paraformaldehído al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente y 
se tiñen posteriormente con cristal violeta al 0,4% (v/v) durante 30 minutos, 
cuando ya adquieren un color intenso. Finalmente, las placas se lavan con agua 
corriente y una vez secas se digitalizan. 
11. Silenciamiento génico mediante siRNA 
Los siRNAs (ARNs pequeños de interferencia) son secuencias de ARN de doble 
cadena formados por alrededor de 19-21 nucleótidos. Se unen por 
complementariedad de bases al ARN mensajero correspondiente provocando su 
degradación. 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
111 
 
Las secuencias de siCRABP2 y el siControl fueron obtenidas de Santa Cruz 
Technologies y el protocolo de silenciamiento que se empleó fue el propuesto 
para el transfectante TransIT-siQuest (Mirus).  
Los experimentos se realizaron en formato de placa de 6 pocillos para poder 
extraer proteína y ARN y así valorar el grado de silenciamiento, procediendo de 
la siguiente manera: El día antes de realizar la transfección, se hizo la siembra 
de las células en medio con SBF al 10% pero en ausencia de antibióticos 
poniendo por pocillo 0.2x106 células para que las células se encontraran en 
crecimiento exponencial y a una confluencia cercana al 70%. La mezcla de 
reactivos para la transfección consistía en medio sin suero Optimem I 
(ThermoFisher Scientific), los siRNAs de las dianas de interés a una 
concentración final de 25 nM y el transfectante TransIT-siQuest. Las 
proporciones utilizadas fueron: 
Tabla 10. Reactivos empleados para el silenciamiento transitorio de CRABP2. 
Placa 6 pocillos 
Área (cm2) 9.6 
Medio completo (ml) 2.5 
Medio sin SBF (Optimem) (μl) 250 
Reactivo TransIT-siQuest (μl) 7.5 
siRNA (stock 10 μM) (μl) 6.8 
 
Después de 72 horas tras la adición de la mezcla de silenciamiento, se procedió 
a evaluar el nivel de represión mediante western blot y RT-PCR. 
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12. Análisis estadístico 
Todos los experimentos han sido realizados por lo menos tres veces. Los datos 
se han expresado como la media ± DS calculados con Excel. Los análisis 
estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism.  
Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron mediante un análisis de 
la varianza one-way ANOVA y la homogeneidad de las varianzas se analizó 
mediante el test de Tukey.  
13. Análisis bioinformáticos 
Los datos de proteómica (SWATH-MS), transcriptómica (Affymetrix U133 2.0 
array) y epigenómica (Infinium HumanMethylation 450K BeadChip) generados 
en nuestro laboratorio fueron procesados y analizados con las herramientas 
Comparative Marker Selection y Gene-E del paquete analítico Genepattern 
(disponible en http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern) 
mediante los test estadísticos signal2noise, t-test y corrección de multiple testing 
mediante FDR según el método de Bonferroni (Benjamini 1995).  
Los datos de metilación del ADN se calcularon como valores beta (β-score) y 
con el mismo software se calculó la significancia estadística de las 
comparaciones (DiffScore) y la diferencia media de metilación (Delta beta) entre 
los grupos mediante t-test y corrección de multiple testing mediante FDR según 
el método de Bonferroni. El análisis de enriquecimiento funcional de las firmas 
relacionadas con reguladores epigenómicos se llevó a cabo con la herramienta 
EnrichR (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) (Kuleshov 2016).  
Los datos genómicos, transcriptómicos y epigenómicos de las líneas celulares de 
CPNM del proyecto Cancer Cell Line Encyclopedia (Broad Institute) y pacientes 
de CPNM (The Cancer Genome Atlas, TCGA, NCI-NIH) fueron obtenidos a 
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partir del CBioPortal (https://www.cbioportal.org) y analizados mediante una 
correlación de Pearson y corrección de multiple testing mediante FDR, y 
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Resultados y Discusión 
1. Desarrollo y caracterización de los modelos 
experimentales de AC pulmonar con EGFR mutado 
resistentes al osimertinib  
Con el fin de estudiar los mecanismos de resistencia adquirida a los inhibidores 
de EGFR, la primera línea de tratamiento para los pacientes de CPNM 
diagnosticados con mutaciones activadoras de EGFR e identificar nuevos 
métodos para resolver este problema clínico, hemos desarrollado varios modelos 
in vitro de resistencia adquirida al osimertinib, un inhibidor irreversible de 3ª 
generación que se utiliza como 2ª línea de tratamiento tras el fallo terapéutico de 
los inhibidores de 1ª generación cuando aparece la mutación secundaria de 
EGFR T790M, pero que también ha demostrado su eficacia como 1ª línea en 
pacientes de CPNM con mutaciones activadoras de EGFR, esté presente o no la 
mutación de resistencia T790M (Ramalingam 2019). 
Para ello hemos utilizado modelos celulares de CPNM humano con mutaciones 
activadoras en EGFR y por tanto presentan sensibilidad innata a este inhibidor a 
causa de su potente adicción oncogénica. Las líneas celulares HCC827 (deleción 
del exón 19), PC9 (deleción del exón 19), HCC4006 (deleción del exón 19) y 
H1975 (doble mutación L858R/T790M) se cultivaron en concentraciones 
crecientes de osimertinib (AZD9291), empezando el tratamiento con 
concentraciones subletales de 50 nM, por encima de su IC50. Una vez las células 
se adaptaban y eran capaces de crecer con normalidad se les duplicaba la 
concentración de osimertinib hasta que se alcanzó 10 µM, considerándolas a esa 
concentración como modelos celulares resistentes y anotados como HCC827 
AZDR, PC9 AZDR, HCC4006 AZDR, H1975 AZDR (Figura 16).  




Figura 16. Curvas de citotoxicidad de las líneas celulares de AC pulmonar con EGFR mutado 
sensibles y resistentes a osimertinib. Cada línea celular se sembró en placas de 96 pocillos con 
una densidad de 7500 células por pocillo y se trataron 24 horas post-siembra con las 
concentraciones indicadas de osimertinib o del vehículo DMSO. El número de células se determinó 
por el método de la sulforodamina B después de 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en 
porcentaje con respecto al control ± desviación estándar (n=6). 
 
La adquisición de resistencia por el tratamiento a los ITQs puede deberse a varias 
causas, como ya se describió anteriormente en la Introducción. En el caso de los 
ITQs de primera y segunda generación estos mecanismos están bien descritos e 
incluyen la activación aberrante del programa EMT (Sequist 2011, Suda 2011, 
Byers 2013, Soucheray 2015). En el caso del osimertinib, al ser un ITQ 
relativamente reciente se están empezando a esbozar, e incluyen la activación 
del programa EMT (Weng 2019, Namba 2019, Wang 2019). De hecho, en 
nuestros 4 modelos celulares, el desarrollo de la resistencia al osimertinib fue 
causada por la activación del programa EMT. En las imágenes de la Figura 15 
se pueden observar los cambios morfológicos que presentan las células 
resistentes al osimertinib, con características claramente asociadas al fenotipo 
EMT. Además, en la Figura 17 encontramos como las células parentales 
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presentan niveles elevados de la proteína epitelial CDH1, y niveles bajos de los 
marcadores mesenquimales como N-cadherina (CDH2), VIM y los EMT-TFs 
SNAI1 y ZEB1. Sin embargo, en las células resistentes a osimertinib ocurre todo 
lo contrario, ya que pierden CDH1 y presentan un aumento de marcas 
mesenquimales CDH2, VIM y de los EMT-TFs ZEB1 y SNAI1, en distintos 















Para demostrar que la activación del programa EMT era el causante de la 
resistencia al osimertinib, incubamos las líneas celulares parentales sensibles a 
osimertinib con un inductor de EMT bien conocido, el TGFß1. En la Figura 18  
se puede observar como el TGFß1 es capaz de inducir el fenotipo mesenquimal 
al disminuir los niveles de proteína de CDH1 y el aumento de marcas 
mesenquimales como VIM y de EMT-TF como SNAI1 y ZEB1. Además, en las 
líneas en las que se ha inducido el fenotipo mesenquimal con TGFß1 el efecto 
citotóxico del osimertinib fue mucho menor que en las parentales, tal y como 
indica el desplazamiento de las curvas de citotoxicidad se desplazan hacia la 
derecha. Así, el fenotipo mesenquimal induce resistencia al osimertinib, unos 
Figura 17. Expresión de marcadores EMT en las líneas celulares de AC pulmonar con EGFR 
mutado sensibles y resistentes a osimertinib. Se prepararon extractos de proteínas  de las líneas 
celulares indicadas, y mediante western blot se determinaron las proteínas CDH1, CDH2, VIM, 
SNAI1, ZEB1 y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una n=3. 
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resultados consistentes con los publicados recientemente en la literatura (Weng 
2019, Namba 2019, Wang 2019). Todos estos modelos celulares con fenotipo 
EMT inducido por TGFß1, junto con las de resistencia adquirida al osimertinib 
constituyen los modelos experimentales de este trabajo. 
 
Figura 18. Efecto del TGFß1 como inductor de EMT en líneas celulares de AC pulmonar con 
EGFR mutado. A. Las células HCC827 parentales se incubaron durante los tiempos indicados 
con TGFβ1 10 ng/mL, se prepararon los extractos de proteínas, y mediante western blot se 
determinaron las proteínas CDH1, VIM, SNAI1, ZEB1 y ACTB como control de carga. Imagen 
representativa de una n=3. B. Cada línea celular se sembró en placas de 96 pocillos con una 
densidad de 7500 células por pocillo y se trataron 24 horas post-siembra con las concentraciones 
indicadas de osimertinib o del vehículo DMSO. El número de células se determinó por el método 
de la sulforodamina B después de 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en porcentaje 
con respecto al control ± desviación estándar (n=6). 
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2. Búsqueda de nuevos mecanismos epigenéticos de 
resistencia adquirida a los ITQs asociados a EMT. 
2.1 Integración de datos transcriptómicos y metilación 
global del ADN. 
En nuestro laboratorio se han desarrollado varios modelos de resistencia a los 
inhibidores de EGFR de 1ª generación erlotinib y gefitnib que se caracterizaron 
molecularmente mediante diferentes herramientas de transcriptómica, 
epigenómica y proteómica con el fin de estudiar de manera sistemática los 
mecanismos de resistencia a los ITQs (Soucheray 2015, Becker 2019, Pulido 
2019). En el último trabajo identificamos vulnerabilidades metabólicas del 
fenotipo EMT asociado a la resistencia a los inhibidores de EGFR cuya 
inhibición podría aumentar la eficacia de estos inhibidores y, además, dar lugar 
a nuevos biomarcadores de respuesta. Para ello se realizó un análisis integrado 
de datos transcriptómicos (microarrays de expresión Affymetrix), proteómica 
(espectrometría de masas) y de metilación de promotores (microarrays de 
metilación del ADN Illumina 450K) obtenidos a partir de los modelos de 
resistencia a los ITQs que desarrollan el fenotipo EMT (HCC827 al erlotinib, 
HCC4006, al gefitinib, y H1975 al CL387785, un inhibidor irreversible de EGFR 
similar al osimertinib). Este análisis se realizó con el fin de abordar la 
heterogeneidad genética y epigenética inherente al programa EMT e identificar 
proteínas que pudieran dirigir el fenotipo EMT ITQ-resistente. 
En la Figura 19 (tomada de la tesis doctoral de Pulido, 2017), reproducimos el 
análisis integrativo de los datos de las tres ómicas en los tres modelos de 
resistencia. Los niveles de ARNm y de proteína se representan en los ejes de 
abscisas y ordenadas, respectivamente, expresados como el log2 del cociente 
entre las medias de los modelos ITQ-sensibles e ITQ-resistentes). El cambio de 
metilación (diferencia media de valores) aparece como una escala de colores en 
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el eje de ordenadas secundario. Por tanto, en el cuadrante superior se encuentran 
aquellas proteínas asociadas con el fenotipo mesenquimal y resistente a ITQs 
con niveles elevados de ARNm y de proteína (VIM, NNMT, BST2, BASP1, 
LEPRE1 y BLMH) (media de ratio >2, FDR<0.05, t-test comparando cada una 
de las parejas), y además algunos de ellos están hipometilados (NNMT, VIM). 
Por otro lado, en el cuadrante inferior izquierdo, se localizan las proteínas 
características del fenotipo epitelial e ITQ-sensible (CDH1, KRT19, ITGA2, 
LCN2, TACSTD2, CLDN4, y CRABP2, mediana de ratio <0.5, FDR<0.05), 
estando algunos de estos genes hipermetilados. Mención especial merece 
EPCAM, que pese a no haber pasado el filtro de niveles de proteína, (aun estando 






































Figura 19. Integración de los datos de proteómica, transcriptómica y metilación del ADN. Se 
muestran los niveles de proteína, ARNm y metilación del promotor de 1482 proteínas únicas, los 
datos están expresados como la mediana de la ratio entre ITQ-resistente/ITQ-sensible, en escala 
log2 calculadas de cada uno de los modelos celulares empleados en este análisis. En el eje de la X 
se observan los niveles de ARNm y en el de las Y los niveles de proteína, mientras que los datos 
de metilación se representan en escala de colores dentro de cada proteína. Las líneas horizontales 
y verticales marcan el punto de corte para el filtrado (log2ratio >1 o <-1; >2 o <0.5 en escala 
natural) (Tesis Doctoral Inés Pulido 2017). 
 
El análisis integrativo anterior estaba limitado a aquellos genes representados en 
el análisis proteómico (1482 genes); además, la capa epigenómica estaba 
colapsada a nivel de la isla CpG individual localizada en la región promotora que 
presentara una mayor variación. Dado que existen múltiples CpGs no sólo en 
cada región promotora, sino también en el cuerpo del gen o incluso en otras 
regiones genómicas (tal y como se describió en la Introducción), nos propusimos 
diseccionar con más detalle el escenario epigenómico global en nuestros 
modelos experimentales, y  determinar cómo se ven modificadas las marcas de 
metilación en todas las islas CpGs contenidas en el microarray (unas 450.000 
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sitios de metilación), su localización genómica, así como la correlación con los 
niveles de expresión a nivel de ARN mensajero.  
 
Figura 20. Integración de los niveles de metilación de ADN con los genes sobreexpresados y 
reprimidos en los modelos mesenquimales resistentes a los ITQs. A. Número de genes 
sobreexpresados y reprimidos significativamente (t-test, FDR<0.05) en los modelos resistentes a 
los ITQs, tanto individualmente como en común entre los modelos. B. Solapamiento entre el 
número de genes sobreexpresados o reprimidos (DEG, differentially expressed genes, t-test, 
FDR<0.05) y los genes que se encuentran hipo o hipermetilados (DMG, differentially methylated 
genes, t-test, FDR<0.05), respectivamente, en los tres modelos resistentes a los ITQs. 
 
En la figura 20 podemos observar que los modelos mesenquimales ITQ-
resistentes tienen en común la sobreexpresión de 22 genes y la represión de otros 
128 (t-test, Fold Change >2, FDR<0.05). Si solapamos estas listas de genes 
diferencialmente expresados con los resultados del análisis de metilación 
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diferencial del ADN, utilizando los mismos parámetros estadísticos, 
encontramos que los modelos mesenquimales tienen hipometiladas una o varias 
islas CpGs localizadas en 703 genes, de los cuales solo 6 (NNMT, BCAT1, 
UGCG, RFTN1, RRAD y el gen mesenquimal VIM) presentan sobreexpresión, 
lo que representa un 0,7% de genes hipometilados y a la vez 
transcripcionalmente activos. En cuanto a los genes diferencialmente reprimidos 
a nivel transcripcional, 43 de los 128 genes se encuentran hipermetilados, lo cual 
indica que aproximadamente un tercio de los genes inactivados presentan una 
hipermetilación significativa de una o varias islas CpGs. Por tanto, y tal y como 
era de esperar, en nuestros modelos encontramos una clara correlación entre 
hipermetilación y represión de la expresión génica, que afecta importantes genes 
de linaje epitelial, como CDH1 o GHRL2.  
 




Figura 21. Representación de los niveles de metilación del ADN global en las distintas 
regiones del genoma en los modelos de resistencia a los ITQs. Las islas CpGs diferencialmente 
metiladas en las líneas resistentes y mesenquimales comparadas con sus correspondientes líneas 
parentales sensibles a ITQs (t-test, FDR<0.05) se clasificaron en función de su posición con 
respecto al gen (arriba) o la localización genómica (abajo) como porcentajes sobre el total de CpGs 
hiper (n=1058) o hipometiladas (n=709).  
 
En cuanto a la relevancia funcional de la metilación diferencial asociada al 
fenotipo mesenquimal ITQ-resistente en función de la localización genómica 
encontramos que la hipermetilación de CpGs tiene lugar mayoritariamente en las 
regiones promotoras mientras que la hipometilación es más frecuente en el 
cuerpo del gen (Figura 21). La hipermetilación afecta en un alto porcentaje a las 
islas CpGs y sus regiones periféricas (N-shore, S-shore y en menor medida N-
shelf y S-shelf) con respecto al open sea. En el caso de la hipometilación, estas 
CpGs corresponden a un porcentaje muy pequeño, dando un gran peso en la 
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hipometilación a las CpGs del open sea (figura 21). Estas diferencias cualitativas 
(en cuanto a localización) explican, al menos en parte, porque hay genes 
hipermetilados que no se reprimen y genes hipometilados que no se 
sobreexpresan (Jones 2012), aunque un estudio más detallado nos permitirá 
validar en un futuro el impacto funcional de estas modificaciones, sobre todo en 
lo que se refiere a la hipometilación de CpGs localizadas en los cuerpos de los 
genes y su relación con la activación transcripcional de genes asociados al 
fenotipo mesenquimal ITQ-resistente.  
Por último, y dado que los genes reprimidos significativamente en el fenotipo 
EMT presenta una alta correlación con la hipermetilación de CpGs de 
promotores, nos planteamos estudiar qué reguladores epigenómicos podrían 
estar enriquecidos significativamente en esta firma compuesta por 128 genes 
hipermetilados y reprimidos que se muestran en la figura 20. Para ello, 
utilizamos la herramienta de análisis de enriqucimiento funcional de genesets 
Enrichr (https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) y su colección de firmas 
asociadas a regulación epigenómica, centrándonos en las firmas de genes que 
son dianas transcripcionales directas de factores de transcripción, obtenidas a 
partir de los datos de ChiP-Seq de más de 200 remodeladores de la cromatina y 
factores de transcripción del proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA 
Elements, https://www.encodeproject.org)  y las firmas transcripcionales 
asociadas a factores de transcripción extraidas del Gene Expression Omnibus 
(GEO, NCBI) y anotadas en la herramienta  CREEDS (Crowd Extracted 
Expression of Differential Signatures, https://amp.pharm.mssm.edu/CREEDS) 
(Dunham 2012; Wang 2016). 




Figura 22. Firmas de enriquecimiento funcional asociadas a los genes reprimidos-
hipermetilados y sobreexpresados-hipometilados de los modelos resistentes a los ITQs. 
Genesets experimentales asociados a factores de transcripción y remodeladores de la cromatina de 
significativamente enriquecidos (FDR<0.05) utilizando la colección ENCODE (A) y CREEDS 
(B). 
 
En la figura 22 resumimos los resultados más relevantes del análisis de 
enriquecimiento funcional de la firma de represión e hipermetilación de nuestros 
modelos mesenquimales ITQ-resistentes. Como era de esperar, nos encontramos 
con que los genes de nuestra firma interaccionan con importantes represores 
transcripcionales, como la histona metiltransferasa del complejo represor PRC2 
(EZH2), el factor de transcripción represor de genes epiteliales ZEB1, y los 
factores pro-EMT TWIST y HNF4A, entre otros. Por otro lado, también 
encontramos importantes reguladores de la transcripción génica como PPARA y 
los receptores del ácido retinoico, como RARA. 
2.2 Validación de la proteína CRABP2 como potencial 
biomarcador y regulador del fenotipo mesenquimal 
ITQ-resistente.  
Como ya hemos mencionado, la mayor parte de las proteínas reprimidas en el 
estudio multiómico anterior ejercen funciones de adhesión o interacción con la 
matriz extracelular. Sin embargo, una de las excepciones es CRABP2 (Cellular 
Retinoic Acid Binding Protein 2), que tiene una funcionalidad muy distinta. Se 
trata de una proteína citoplasmática que se encarga de transportar el ácido 
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retinoico (AR) del citoplasma al núcleo para que interaccione específicamente 
con receptores nucleares del ácido retinoico de la subfamilia RAR (RARA, 
RARB y RARG) que a su vez forman heterodimeros con los receptores 
retinoides X (RXRs). Los complejos AR/receptores nucleares se unen a distintas 
regiones específicas del ADN, conocidas como elementos de respuesta al AR, 
que son regiones reguladoras de genes diana concretos (Chambon 1996; 
Mangelsdorf 1994; Dong 1999; Laudet 2002). El AR regula múltiples procesos 
biológicos y juega un papel clave en el desarrollo embrionario y la remodelación 
de tejidos en el adulto. La activación transcripcional por RAR puede 
desencadenar la diferenciación (Park 1999; Rochette-Egly 2001), detención del 
ciclo celular (Donato et al., 2007) y apoptosis (Altucci 2001; Kitareewan 2002; 
Donato 2005), y por lo tanto a menudo conduce a la inhibición de la proliferación 
celular. En consecuencia, el AR y sus derivados tienen actividad antitumoral y 
se han utilizado como agentes terapéuticos en varios tipos de cáncer humano, 
sobre todo en tumores hematológicos (Soprano 2004).  
Numerosas evidencias experimentales relacionan la actividad de CRABP2 con 
un aumento de la sensibilidad al AR (Budhu 2002; Schug 2007). Recientemente 
se ha demostrado que CRABP2 puede promover la metástasis en el cáncer de 
pulmón, aunque en otros tipos de tumores como el cáncer de esófago genera el 
efecto contrario, pudiendo actuar como un gen supresor de tumores (Yang 2016). 
Además, en  el carcinoma mamario se ha demostrado que CRABP2 es capaz de 
regular la capacidad de invasión y metástasis en función del estatus ER positivo 
o negativo (Feng 2019). Todas estas evidencias sugieren que en función del tipo 
de tumor y de los factores genéticos y el contexto tisular CRABP2 puede ejercer 
un efecto protumoral o antitumoral cuyos mecanismos aun no son bien 
conocidos. Además, no hay publicaciones sobre su papel en el cáncer de pulmón 
con mutaciones en EGFR ni en el desarrollo de resistencias a los ITQs. La 
represión de esta proteína asociada a nuestro fenotipo mesenquimal ITQ-
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resistente señala a la vía del AR como un posible reprogramador epigenético 
importante en la  EMT. Además, hemos de considerar el hecho de que nuestra 
firma de represión e hipermetilación asociada con el fenotipo mesenquimal ITQ-
resistente está enriquecida (Figura 22) en firmas transcripcionales asociadas al 
receptor del AR RARA (y también a remodeladores de la cromatina asociados a 
los RARs como EZH2, relación que describiremos más adelante).  Por todo ello, 
se procedió a la validación de los niveles de CRABP2 y su correlación con el 
fenotipo epitelial en nuestros modelos celulares de resistencia adquirida al 
osimertinib por western blot y por RT-PCR. 
 
Figura 23. Expresión de CRABP2 en líneas celulares con EGFR mutado sensibles y 
resistentes a osimertinib con fenotipo EMT. A. Niveles de las proteínas CRABP2 y ACTB como 
control de carga determinados mediante western blot. Imagen representativa de una n=3. B. 
Expresión de CRABP2 a nivel de ARNm. Se emplearon extractos de ARNt que se 
retrotranscribieron a ADNc y por qPCR se determinaron los niveles de CRABP2 y ACTB como 
control de carga en las líneas sensibles y resistentes al osimertinib, los datos están expresados en 
log2 del 2-ΔΔCt de la línea resistente comparada con la sensible (n=3). C. Los extractos de proteínas 
de la línea HCC4006 tratada con TGFβ1 10 ng/mL a distintos tiempos. Imagen representativa de 
una n=3. D. Niveles de expresión de CRABP2 a nivel de ARNm tras el tratamiento con TGFβ1 10 
ng/mL tras 24 horas de incubación. Se utilizó ACTB como control de carga, los datos están 
expresados en log2 del 2-ΔΔCt de la línea tratada con TGFβ1 comparada con la no tratada. (n=3). 
Los datos en B y D fueron analizados mediante análisis one way ANOVA y test de Tukey donde 
* p<0,05 ***p<0,001 con respecto a sus respectivos controles. 




La expresión de CRABP2 es muy elevada tanto a nivel de ARNm como de 
proteína en las líneas parentales ITQ-sensibles y epiteliales comparada con las  
líneas resistentes (Figura 23A y 23B).  Por otro lado, podemos observar como 
un inductor del programa EMT (el TGFβ1) disminuye la expresión de CRABP2 
(Figura 23C). Esta disminución es un fenómeno temprano (24h) en todos los 
modelos ensayados, y posteriormente los niveles de proteína disminuyen tras 7 
días de tratamiento con la citoquina (Figura 23C y 23D). Con todo, podemos 
afirmar que CRABP2 se reprime en el fenotipo mesenquimal, ya sea asociado a 
la resistencia a los ITQs o inducido por un inductor de EMT como el TGFβ1. 
A continuación, nos preguntamos si la expresión de CRABP2 correlacionaba de 
con los genes de la firma canónica EMT, de manera general en el AC pulmonar. 
Para ello, en primer lugar, se extrajeron los datos genómicos y transcriptómicos 
de la Cancer Cell Line Encyclopedia (un proyecto que analizó a nivel mutacional 
y transcriptómico cerca de 1000 líneas celulares de cáncer humano, incluyendo 
88 de AC pulmonar) (Barretina 2012), y se calculó el coeficiente de correlación 
de Spearman entre la expresión de CRABP2 y la de marcadores canónicos del 
fenotipo epitelial (CDH1, EPCAM), mesenquimal (CDH2, VIM, ZEB1, ZEB2, 
SNAI1, SNAI2, TWIST1, TWIST2). La Figura 24 muestra la correlación 
positiva estadísticamente significativa entre la expresión de CRABP2 y los genes 
epiteliales CDH1 y EPCAM, y negativa con respecto a algunos de los genes 
mesenquimales (ZEB1 y TWIST1), correlación que se repite en los pacientes de 
AC pulmonar analizados en el Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) (Lawrence 
2014). Así, líneas celulares con un fenotipo marcadamente mesenquimal como 
la A549, que se caracteriza por tener niveles altos de ZEB1 y bajos de CDH1, 
presentan niveles bajos de CRABP2, mientras que líneas celulares con el 
fenotipo epitelial como las HCC827 y las HCC4006 poseen niveles de expresión 
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elevados de CRABP2 junto con marcas epiteliales como CDH1 y niveles bajos 
de marcas mesenquimales. 
 
Figura 24. Análisis de la correlación entre los niveles de expresión de CRABP2 y los genes 
epiteliales y mesenquimales en las líneas celulares (Cancer Cell Line Encyclopedia)  y 
pacientes (TCGA) de AC pulmonar.  A. El heatmap muestra las correlaciones de Spearman 
significativas entre la expresión de CRABP2 y genes epiteliales y mesenquimales en 88 líneas 
celulares anotadas como AC pulmonar en la CCLE; los colores representan niveles elevados (en 
rojo) y bajos (en azul) de expresión a nivel de ARNm. En el recuadro superior se indica el estatus 
mutacional de los oncogenes más frecuentemente mutados en el AC pulmonar. El coeficiente de 
correlación de Spearman y su p-valor fue ajustado mediante False Discovery Rate (FDR). B. 
Correlación de Pearson (R=0.32, p<0.05) significativa entre los niveles de expresión de CRABP2 
y el grado de metilación de su promotor. C. Correlaciones significativas entre CRABP2 y genes 
epiteliales y mesenquimales en la colección de AC pulmonares de pacientes del TCGA. 
 
Con el fin de validar esta correlación entre la expresión de CRABP2 y los 
marcadores de EMT en el AC pulmonar, analizamos los niveles de proteínas 
epiteliales y mesenquimales en un panel de líneas celulares disponibles en 
nuestro laboratorio mediante western blot. En la Figura 25 observamos que, en 
líneas generales, existe una correlación positiva entre CRABP2 y las marcas 
epiteliales como CDH1 y GRHL2. Además, los niveles de CRABP2 
correlacionan de forma negativa con el EMT-TF ZEB1, mientras que para otros 
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marcadores mesenquimales como VIM y SNAI1 no hay ninguna correlación. 
Con todo, podemos afirmar que CRABP2 es un marcador de linaje epitelial en 
el AC pulmonar.   
 
 
Figura 25. Expresión de CRABP2 y de marcas EMT en líneas celulares de AC pulmonar. Los 
extractos de proteínas de las líneas celulares parentales indicadas se analizaron mediante western 
blot para determinar los niveles de las proteínas CRABP2, CDH1, GRHL2, VIM, SNAI1, ZEB1 
y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una n=3.  
 
Dado que la función de CRABP2 es permitir la llegada del AR a núcleo y su 
unión con los RARs, decidimos estudiar el grado de activación de esta vía en las 
células parentales y resistentes a osimertinib. Para ello, determinamos por RT-
PCR los niveles de expresión de dos genes que son regulados directamente por 
el AR, los genes CYP26A1 y HOXA1 (Gillespie 2007).          





En la Figura 26, podemos observar como las líneas mesenquimales, en 
comparación con las líneas parentales con fenotipo epitelial y niveles altos de 
CRABP2, muestran una baja expresión de CYP26A1 y/o HOXA1. Caso especial 
es el de las células HCC4006 AZDR, que presentan niveles similares de 
CYP26A1 pero más bajos de HOXA1, o el de las PC9 AZDR, que muestran 
niveles altos de HOXA1, pero más bajos de CYP26A1. Estos resultados sugieren 
que aquellas líneas que presentan niveles bajos de CRABP2 y fenotipo 
mesenquimal tienen una menor actividad de la vía del AR en condiciones 
basales. 
El AR, como hemos descrito anteriormente, es un inductor de la diferenciación 
celular, el arresto del ciclo celular y la apoptosis en diferentes contextos tisulares, 
y por tanto inhibe la proliferación celular (Altucci 2001; Kitareewan 2002; 
Donato 2005; Donato 2007). Por este motivo, nos preguntamos si los retinoides, 
moléculas que mimetizan el AR, podrían inducir estos efectos en nuestros 
modelos celulares. Para ello, se realizó un ensayo de formación de colonias con 
las células parentales y resistentes al osimertinib en presencia de adapaleno, un 
retinoide de tercera generación que presenta un efecto más potente que el AR en 
Figura 26. Expresión de CYP26A1 
y HOXA1 en líneas celulares EGFR 
mutado sensibles y resistentes a 
osimertinib con fenotipo EMT. Se 
emplearon extractos de ARN que se 
retrotranscribieron a ADNc para 
después determinar por qPCR los 
niveles de CYP26A1, HOXA1 y 
ACTB como control de carga, los 
datos están expresados en log2 del   2-
ΔΔCt de la línea resistente comparada 
con su línea sensible. (n=3). Los 
resultados fueron analizados 
mediante análisis one way ANOVA y 
test de Tukey donde * p<0,05 
***p<0,001 con respecto a sus 
controles. 
  
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
132 
 
la modulación de la diferenciación celular, y que en células de carcinoma 
mamario se ha comprobado que es capaz de revertir el fenotipo mesenquimal, 
induciendo una potente reexpresión del gen epitelial CDH1 (Pattabiraman 2016). 
En la Figura 27 observamos el cambio de morfología que presentan las líneas 
epiteliales cuando son tratadas con el retinoide, que induce una expansión del 
citoplasma, mientras que las mesenquimales permanecen con una morfología 
muy similar, lo que sugiere que el adapaleno podría inducir la diferenciación 
celular en las células epiteliales con niveles elevados de CRABP2 en nuestros 
modelos de AC pulmonar. 
Además de este efecto sobre la diferenciación celular, en la Figura 28 estudiamos 
el efecto citostático del adapaleno en estas mismas líneas celulares. En las líneas 
epiteliales y sensibles al osimertinib HCC827 y PC9, el adapaleno posee un claro 
efecto antiproliferativo comparado con sus equivalentes mesenquimales; en los 
modelos H1975/AZDR y HCC4006/AZDR  no se observan diferencias, si bien 
sí que se apreciaban cambios morfológicos. Estas observaciones sugieren que las 
células epiteliales sensibles a los ITQs con niveles de CRABP2 elevados podrían 
tener una mayor sensibilidad al efecto antiproliferativo y sobre la diferenciación 
celular del adapaleno. 

















Figura 27. Imágenes de la 
morfología de las líneas 
celulares EGFR mutado 
sensibles y resistentes a 
osimertinib con fenotipo EMT 
con y sin adapaleno. Las 
imágenes fueron tomadas tras 7 
días de tratamiento con 
adapaleno durante el ensayo de 
formación de colonias en las 
distintas líneas celulares. 
 




Figura 28. Efecto del adapaleno sobre la proliferación de células de AC pulmonar con EGFR 
mutado sensibles y resistentes a osimertinib con fenotipo EMT.  Imagen de un ensayo de 
formación de colonias tras 8 días de incubación con distintas concentraciones de adapaleno. Se 
sembraron 5000 células por pocillo y el medio se cambió cada 2 días; al finalizar el tratamiento las 
células se fijaron con paraformaldehído al 4% y posteriormente se tiñeron con cristal violeta al 
0,4%. Imagen representativa de una n=3. 
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3. Relación funcional entre CRABP2, la EMT y la 
resistencia a ITQs 
Dado que mediante distintas aproximaciones hemos demostrado que CRABP2 
es un marcador asociado al fenotipo epitelial, nos planteamos si podría actuar 
como un agente causal que contribuya al fenotipo mesenquimal y al desarrollo 
de la resistencia a los ITQs. Para ello, se generaron varias líneas estables en las 
que se sobreexpresó de forma ectópica la proteína CRABP2 infectando las líneas 
resistentes al osimertinib con lentivirus donde estaba clonada la región 
codificante de CRABP2 o el gen que codifica la proteína fluorescente mCherry 
como control. Por otro lado, se reprimió la proteína CRABP2 endógena en las 
líneas parentales sensibles a osimertinib mediante siRNA de efecto transitorio, y 
también mediante infección lentiviral con secuencias de silenciamiento de 








Como podemos comprobar en la Figura 29, la reexpresión de CRABP2 en los 
modelos mesenquimales resistentes a osimertinib no fue capaz de revertir el 
Figura 29. Expresión de marcadores 
EMT tras la sobreexpresión de 
CRABP2 en líneas mesenquimales 
resistentes al osimertinib. Se emplearon 
extractos de proteínas de líneas infectadas 
con lentivirus con un vector control y un 
vector de sobreexpresión de CRABP2 y 
mediante western blot se determinaron las 
proteínas ZEB1, CDH1, VIM, SNAI1, 
CRABP2, y ACTB como control de 
carga. Imagen representativa de una n=3. 
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fenotipo mesenquimal, ya que las células AZDR siguen reprimiendo CDH1 y 
muestran niveles elevados de VIM, SNAI1 y ZEB1. 
 
Figura 30. Expresión de marcadores EMT tras la represión de CRABP2 en líneas parentales 
EGFR mutantes de AC pulmonar. A. Los extractos de proteínas se prepararon tras 72 horas de 
incubación con los siRNAs indicados, y mediante western blot se determinaron las proteínas 
CRABP2, CDH1, GRHL2, VIM, SNAI1, ZEB1 y ACTB como control de carga. Imagen 
representativa de una n=3. B. Tras la infección lentiviral con los shRNAs dirigidos contra NT (non 
target, control) y CRABP2,  y la selección y estabilización de las líneas con el antibiótico 
puromicina, se prepararon extractos de proteína y se determinaron los niveles de  CRABP2, CDH1 
y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una n=3. 
 
Por otra parte, cuando se indujo el silenciamento de CRABP2 mediante siRNA 
(Figura 30A), 72 horas tras la transfección encontramos que la represión 
transitoria de CRABP2 en las líneas parentales HCC827, HCC4006 y H1975 
provocó un aumento de los niveles de SNAI1, uno de los primeros eventos 
inductores del fenotipo mesenquimal y que favorece posteriormente la expresión 
de otros EMT-TF como ZEB1 y la sobreexpresión de marcadores EMT. Además, 
acompañado de este aumento de expresión de SNAI1, pudimos observar en 
cierto grado de represión del factor de transcripción epitelial GRHL2.  
Aunque la represión transitoria con siRNA indicaba que CRABP2 podría jugar 
un papel importante en el mantenimiento del fenotipo epitelial, el silenciamiento 
estable de CRABP2 mediante shRNAs descartó esta posibilidad. Comprobada la  
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represión eficaz de CRABP2 (Figura 30B), las células seguían presentando un 
claro fenotipo epitelial, con niveles altos de CDH1 (a excepción de las HCC4006 
infectadas con la secuencia de shRNA #1) y ausencia de marcas mesenquimales; 
de hecho, los niveles de VIM, SNAI1 y ZEB1 fueron indetectables.  
Estos resultados sugieren que CRABP2 no es responsable per se del 
mantenimiento del fenotipo epitelial; la sobreexpresión ectópica de CRABP2 no 
revierte el fenotipo mesenquimal, y pese a que su represión transitoria es capaz 
de iniciar el programa EMT activando SNAI1, este estimulo no es suficiente para 
permitir la progresión hacia el fenotipo mesenquimal, tal y como hemos podido 
observar en la represión estable de CRABP2 con shRNA. Estas evidencias 
indican la posible existencia de mecanismos de compensación de la vía del AR 
por debajo de CRABP2, que explicarían cómo la represión inicial CRABP2 
activa el programa EMT, pero no es suficiente para sostener un cambio 
fenotípico estable.  
A continuación quisimos comprobar si esta modulación de los niveles de 
CRABP2 afectaba de algún modo la sensibilidad a los ITQs. Para ello, se 
realizaron ensayos de colonias con osimertinib en las líneas resistentes que 
sobreexpresaban de manera ectópica CRABP2, y en las parentales en las que se 
reprimía con shRNAs (Figura 31). Como era de esperar, los resultados indican 
que la sobreexpresión (Figura 31A) o el silenciamiento de CRABP2 (Figura 
31B) no modifica la respuesta al ITQ: las células AZDR que sobreexpresan 
CRABP2 siguen siendo resistentes comparadas con las infectadas con el vector 
Cherry control (con la posible excepción de las células HCC827 AZDR), y las 
líneas sensibles tienen la misma respuesta aun reprimiendo CRABP2, en 
comparación con las infectadas con el vector control. Por tanto, podemos 
concluir que pese a ser un marcador epitelial, CRABP2 no ejerce ningún papel 
en la sensibilidad a los ITQs de EGFR. 





Figura 31. Modulación de los niveles de CRABP2 y sensibilidad al osimertinib en líneas 
celulares de AC pulmonar con EGFR mutado ITQ-sensibles o resistentes.  A. Imagen de un 
ensayo de formación de colonias donde las líneas celulares indicadas se incubaron durante 8 días 
con distintas concentraciones de osimertinib. Se sembraron 5000 células por pocillo y el medio de 
cultivo se cambió cada 2 días, al finalizar el tratamiento las células se fijaron con paraformaldehído 
al 4% y posteriormente se tiñeron con cristal violeta al 0,4%. Imagen representativa de una n=3. 
 
Por último, nos preguntamos si la modulación de los niveles de CRABP2 era 
capaz de condicionar el efecto antiproliferativo del adapaleno, al ser una proteína 
que permite la translocación tanto del AR como de sus derivados al núcleo 
celular para que interaccionen con sus receptores. Para ello, realizamos varios 
ensayos proliferación y viabilidad celulares en presencia de adapaleno en los 
mismos modelos en los que se sobreexpresó o se reprimió mediante shRNA.  





En la parte superior de la Figura 32, podemos observar como la sobreexpresión 
de CRABP2 en las líneas celulares resistentes al osimertinib con fenotipo 
mesenquimal no modifica la respuesta al adapaleno, mientras que su represión 
en las líneas epiteliales sí que rescata, al menos parcialmente, el efecto 
antiproliferativo. No obstante, en los ensayos de formación colonias no 
obtuvimos diferencias significativas ni con la sobreexpresión ectópica ni con la 
represión de CRABP2 (resultados no mostrados). Por tanto, podemos concluir 
que, en el largo plazo, la modulación de los niveles de CRABP2 en las líneas 
Figura 32. Ensayo de proliferación y viabilidad celular en presencia de adapaleno en líneas 
celulares de AC pulmonar con EGFR mutado y sobreexpresión o represión ectópicas de 
CRABP2. Para este ensayo las líneas celulares indicadas fueron sembradas en placas de 6 pocillos 
con 200.000 células por pocillo, y a las 24 horas se añadió el medio de cultivo con adapaleno. Tras 
48 horas se contaron las células mediante el método de exclusión del azul tripán. Los datos están 
expresados como el número de células vivas de las líneas modificadas respecto a su control ± 
desviación estándar (n=6). Los resultados fueron analizados mediante análisis one way ANOVA y 
test de Tukey donde ** p<0,01 y ***p<0,001 con respecto a sus respectivos controles. 
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epiteliales o mesenquimales no condiciona el efecto antitumoral del retinoide 
adapaleno, y que por lo tanto deben existir otros factores que modulan esta 
respuesta diferencial. 
Descartado el papel de CRABP2 como un posible factor responsable del 
mantenimiento del fenotipo epitelial y de la sensibilidad a los ITQs, pero dado 
que su represión transitoria sí que es capaz de iniciar la activación del programa 
EMT, nos planteamos estudiar aquellos elementos que están por debajo de 
CRABP2 en la vía del AR. Puesto que CRABP2 media el transporte del AR al 
núcleo y permite su interacción específica con los receptores RAR, decidimos 
evaluar los niveles de ARNm y de proteína de los miembros de esta subfamilia 
(RARA, RARB y RARG) en nuestro panel de líneas parentales y resistentes al 
osimertinib. Los complejos AR/RARs son importantes moduladores 
epigenéticos de los programas de diferenciación celular (Gudas 2013), y por lo 
tanto podrían estar relacionados con la reprogramación epigenética que regula la 
transición del fenotipo epitelial hacia el mesenquimal y por extensión, la 
resistencia adquirida a los ITQs en el AC pulmonar. 
En la Figura 33 se muestra cómo todas las líneas mesenquimales ITQ-resistentes 
reprimen muy significativamente RARG y sobreexpresan RARB, tanto a nivel 
de ARNm como de proteína. El caso de RARA resulta paradójico, dado que a 
nivel de ARNm su expresión apenas cambia en las líneas mesenquimales, 
mientras que a nivel de proteína observamos una clara sobreexpresión. Este 
patrón de expresión diferencial sugiere que en las células mesenquimales ITQ-
resistentes se podrían estar formando unos complejos AR/RARs diferentes 
capaces de dirigir los cambios transcripcionales asociados al fenotipo EMT.  
 
                                                  





El perfil de expresión de los distintos RARs es bien conocido en el cáncer de 
pulmón. La expresión de RARA no se ve alterada con respecto al tejido pulmonar 
normal, RARG se encuentra reprimido en algunos estudios, y RARB presenta 
niveles bajos o ausentes en un porcentaje significativo de pacientes con cáncer 
pulmonar (Gebert 1991; Xu 1997; Picard 1999). De hecho, RARB es 
considerado como un gen supresor de tumores que se inactiva durante el proceso 
de carcinogénesis mediante la metilación de su promotor (Virmani 2000; 
Licchesi 2008). El efecto sobre la transcripción génica del AR, como ya hemos 
mencionado anteriormente, esta mediado por los receptores nucleares RARs y 
RXRs, que heterodimerizan y se unen a distintas regiones del ADN regulando 
así la expresión de distintos genes relacionados con la diferenciación. Uno de 
estos genes diana que regulan estos RARs es el propio RARB, que ve aumentar 
Figura 33. Expresión de los 
RARs en líneas celulares de AC 
pulmonar con EGFR mutado y 
ITQ-sensibles o resistentes con 
fenotipo EMT. A. Los extractos de 
proteínas se analizaron mediante 
western blot para determinar las 
proteínas RARA, RARB, RARG y 
ACTB como control de carga. 
Imagen representativa de una n=3. 
B. Niveles de expresión de ARNm 
de los mismos. Los extractos de 
ARNt se retrotranscribieron a 
ADNc y por qPCR se determinaron 
los niveles de RARA, RARB, 
RARG relativizados a la expresión 
de ACTB, en las líneas sensibles y 
resistentes al osimertinib. Los 
resultados se expresan como log2 
del 2-ΔΔCt de la línea resistente 
comparada con su línea sensible. 
Imagen representativa de una n=3. 
Los resultados B fueron analizados 
mediante análisis one way ANOVA 
y test de Tukey donde *p<0,05 
***p<0,001 con respecto a sus 
controles. 
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sus niveles de expresión de forma considerable con el tratamiento con AR y se 
postuló como un posible predictor de respuesta antitumoral (de Thé 1990; 
Hoffmann 1990).  Sin embargo, en el caso particular del cáncer de pulmón, esta 
sobreexpresión de RARB no siempre se produce dado que el promotor se 
encuentra metilado, y este hecho se asocia con la resistencia al efecto 
antiproliferativo del AR. No obstante, también existen estudios donde aunque 
RARB es capaz de expresarse en respuesta al AR, no se observa efecto 
antitumoral (Geradts 1993; Zhang 1994; Kim 1995).  
En nuestros modelos experimentales, los niveles de RARB son muy bajos en las 
líneas parentales epiteliales, tal y como ocurre en un alto porcentaje de los casos 
de cáncer de pulmón, mientras que, de manera contradictoria con su posible 
papel supresor tumoral, está claramente sobreexpresado en las líneas resistentes 
a osimertinib con fenotipo mesenquimal. Ante este hecho, quisimos comprobar 
si el tratamiento con AR era capaz de inducir la activación de distintos genes 
canónicos de la vía del retinoico, incluido RARB, en las líneas parentales 
epiteliales y en las resistentes mesenquimales. 




Figura 34. Expresión de los receptores nucleares RAR y genes diana de la vía del AR en las 
células H1975 ITQ-sensibles o resistentes con fenotipo EMT. Niveles de expresión a nivel de 
ARNm en las líneas H1975 parental y resistente al osimertinib cultivadas en suero deslipidado con 
carbón activado y tratadas con varias concentraciones de AR durante 24 horas. Los extractos de 
ARNt se retrotranscribieron a ADNc y por qPCR se determinaron los niveles de RARA, RARB, 
RARG, CRABP2, HOXA1, CYP26A1, que se relativizaron con respecto a la expresión de ACTB 
como gen de expresión constitutiva. Los resultados están expresados en log2 del 2-ΔΔCt de cada 
condición comparada con la línea parental H1975 sin tratar (cuyo valor se representa como 0 en la 
gráfica).  Los datos  (n=3) fueron analizados mediante análisis one way ANOVA y test de Tukey 
donde * p<0,05 ***p<0,001 con respecto al control de H1975, ### p<0,001 con respecto al control 
H1975 AZDR. 
 
Como podemos observar en la Figura 34, la línea parental H1975 responde al 
AR sobreexpresando de manera significativa CYP26A1, pero no el resto de 
genes analizados, incluido RARB. Sin embargo, en la línea mesenquimal ITQ-
resistente, pese a que en condiciones basales presenta niveles más bajos de 
HOXA1 y CYP26A1, el tratamiento con AR es induce una respuesta mucho 
mayor, provocando la sobreexpresión de CYP26A1, RARB y CRABP2. Por 
tanto, las líneas mesenquimales tienen una mayor respuesta al AR en 
comparación con la línea parental epitelial.  
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Estos resultados sugieren que el programa transcripcional EMT podría depender, 
al menos en parte, de un cambio en el balance entre RARG, RARB y RARA. De 
tal modo RARG, elevado en el fenotipo epitelial podría favorecer la expresión 
de genes epiteliales o reprimir los genes mesenquimales. Existen muy pocas 
evidencias que relacionen los RARs con el programa EMT, pero las disponibles 
podrían apuntar a esta hipótesis. Así, el tratamiento con agonistas de RARG ha 
demostrado que puede atenuar el proceso EMT en la fibrosis subretinal (Kimura 
2015), mientras que se ha demostrado que la inactivación de RARB es capaz de 
bloquear la vía WNT y el programa EMT en tumores mamarios (Liu 2014). Por 
otro lado, se ha descrito que RARB es capaz de inducir una mayor respuesta al 
AR que el RARG (Hoffman 1990). Este hecho podría explicar por qué una línea 
epitelial ITQ-sensible presenta una menor respuesta al AR por ser RARG el 
receptor preferente, comparado con su equivalente mesenquimal que muestra 
niveles elevados de RARA y RARB.  
Como postulado general, se ha considerado que la expresión de genes diana en 
respuesta al AR, como los que hemos analizado, es capaz de predecir su efecto 
antiproliferativo. No obstante, en nuestros modelos ocurre lo contrario, y es 
precisamente en las células epiteliales, que muestran una menor respuesta 
transcripcional al AR, donde encontramos un mayor efecto antiproliferativo de 
los retinoides (Figura 28). Por tanto, un posible mecanismo de resistencia al 
tratamiento con AR y sus derivados podría estar dirigido por la represión de 
RARG aunque se expresen RARA y RARB. Todas estas evidencias nos llevaron 
a evaluar el papel funcional que juegan los distintos RARs en la inducción o 
mantenimiento del programa EMT, la sensibilidad a los ITQs y el efecto 
antiproliferativo inducido por el AR y sus derivados. 
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4. Validación funcional de la relación entre los receptores 
nucleares RAR, la EMT y la resistencia a ITQs  
En primer lugar, estudiamos el impacto funcional de RARG en las líneas 
parentales sensibles al osimertinib. Para ello, se reprimió de forma estable la 
proteína mediante la infección lentiviral con varias secuencias de shRNAs, y se 




Una vez determinada la eficacia de la represión, seleccionamos la secuencia de 
represión #1 para los experimentos posteriores. Con el fin de estudiar el posible 
papel de RARG en el programa EMT, procedimos a medir los niveles de 
proteínas de distintas marcadores epiteliales y msenquimales mediante western 
blot. La represión de RARG (Figura 36), fue capaz de inducir la expresión de 
varias marcas mesenquimales como son VIM y SNAI1 en todas las líneas 
parentales, a excepción de la PC9. Sin embargo,  el otro EMT-TF esencial 
(ZEB1) no pudo detectarse en este ensayo, y la expresión del marcador epitelial 
CDH1 no se vio afectada, lo cual sugiere que RARG podría estar de alguna 
manera involucrado directamente en la regulación de la expresión de marcadores 
mesenquimales pero no en la de los epiteliales. 
Figura 35. Represión de RARG 
mediante shRNAs en líneas 
parentales de AC pulmonar con 
EGFR mutado. Tras la infección 
lentiviral con los shRNAs contra 
RARG (y non target como control), y 
la selección y estabilización con el 
antibiótico puromicina, los extractos 
proteicos se analizaron mediante 
western blot para determinar las 
proteínas RARG y ACTB como 
control de carga. Imagen 
representativa de una n=3.  
 






Otra consecuencia de estos resultados es que RARG podría favorecer el inicio 
del programa EMT, pero dejaría a las células en un metaestado intermedio y 
parcial que requiere de algún estímulo o factor adicional para una 
reprogramación total. Además, estos datos explicarían por qué la represión 
estable de CRABP2 no permitía la progresión del programa EMT una vez 
iniciado por la expresión de SNAI1 que sí inducía la represión transitoria con el 
siRNA. En un escenario de represión estable, la disminución aguda de la 
actividad RARG asociada a la pérdida de su activador CRABP2, podría 
superarse gracias al restablecimiento de su expresión y el mantenimiento de la 
represión de los marcadores mesenquimales.    
Una vez demostrada su relación con el programa EMT, nos planteamos estudiar 
si la represión de RARG era capaz de inducir la resistencia a los ITQs. Para ello, 
se realizaron ensayos de formación de colonias en presencia de diferentes 
Figura 36. Expresión de 
marcadores EMT tras la 
represión de RARG en 
líneas parentales AC 
pulmonar con EGFR 
mutado. Tras la infección 
lentiviral con los shRNAs 
contra RARG (y non target 
como control), y la selección 
y estabilización con el 
antibiótico puromicina, los 
extractos proteicos se 
analizaron mediante western 
blot para determinar las 
proteínas RARG, CDH1, 
VIM, SNAI1 y ACTB como 
control de carga. Imagen 
representativa de una n=3.  
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concentraciones osimertinib con las líneas celulares infectadas con las 
secuencias de shRNA control (NT) y RARG.  
  
 
La represión de RARG no cambió la sensibilidad al osimertinib en las curvas de 
citotoxicidad a corto plazo (72 horas) realizadas con el ensayo de la 
sulforrodamina B (resultados no mostrados). Sin embargo, a largo plazo, y tal y 
como muestra el ensayo de formación de colonias de la Figura 37, si aumentó 
ligeramente la resistencia al osimertinib en el modelo HCC827 a las dos 
concentraciones de ITQ ensayadas, y discretamente en el modelo H1975, 
resultados que correlacionan con la mayor expresión de los marcadores 
mesenquimales SNAI1 y VIM de la Figura 36. Dado que las células mantienen 
su carácter epitelial, y no activan ZEB1, concluimos que la represión de RARG 
genera un metaestado de EMT parcial que no es suficiente para conferir una 
resistencia plena al osimertinib.   
Anteriormente demostramos que el retinoide adapaleno tiene efecto citostático y 
antiproliferativo sobre las líneas celulares con fenotipo epitelial. Por este motivo, 
quisimos comprobar si este efecto era dependiente de los niveles de RARG. En 
Figura 37. Efecto de la 
represión de RARG sobre la 
sensibilidad al osimertinib en 
células de AC pulmonar con 
EGFR mutado.  Imagen de un 
ensayo de formación de colonias 
donde las líneas celulares 
indicadas crecieron durante 8 días 
en medio de cultivo con distintas 
concentraciones de osimertinib. 
Se sembraron 5000 células por 
pocillo y el medio se cambió cada 
2 días. Las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4% y 
posteriormente se tiñeron con 
cristal violeta al 0,4%. Imagen 
representativa de una n=3. 
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la Figura 38 podemos apreciar como el efecto antitumoral del adapaleno es 
significativamente menor en las células infectadas con el shRNA contra RARG 
en comparación con las shRNA control, lo cual sugiere que el efecto sobre la 
diferenciación, proliferación y muerte celulares de los retinoides depende de la 
expresión de RARG en las células con fenotipo epitelial, y que las células 
mesenquimales son resistentes precisamente por presentar una baja expresión de 
este receptor nuclear. 
 
Figura 38. Efecto de la represión 
de RARG sobre la sensibilidad al 
adapaleno en células de AC 
pulmonar con EGFR mutado.  
Imagen de un ensayo de formación 
de colonias donde las líneas 
celulares indicadas crecieron 
durante 8 días en medio de cultivo 
con distintas concentraciones de 
osimertinib. Se sembraron 5000 
células por pocillo y el medio se 
cambió cada 2 días. Las células se 
fijaron con paraformaldehído al 4% 
y posteriormente se tiñeron con 
cristal violeta al 0,4%. Imagen 
representativa de una n=3. 
 
A continuación, nos propusimos evaluar el papel funcional de los otros 
receptores nucleares de la subfamilia RAR cuya expresión está elevada en el 
fenotipo mesenquimal, (RARA y  RARB) mediante su represión con shRNAs 
específicos en las líneas celulares con resistencia adquirida al osimertinib. Como 
podemos observar en la Figura 39, la secuencia de shRNA #1 es la que mejor 
reprime la expresión de RARB en las distintas líneas celulares, y por este motivo 
fue la utilizada en experimentos posteriores. En primer lugar, determinamos la 
expresión de los marcadores EMT a nivel de proteína en los cuatro modelos 
celulares donde conseguimos estabilizar esta construcción de shRNA, si bien la 
represión alcanzada en la línea celular HCC4006 fue mínima. 





Figura 39. Expresión de RARB tras su represión mediante shRNAs en líneas parentales 
EGFR mutantes de AC pulmonar ITQ-resistentes. Tras la infección lentiviral con shRNAs 
contra RARB (y non target control) y la selección y estabilización con el antibiótico puromicina, 
se obtuvieron los extractos de proteínas que se analizaron mediante western blot para determinar 
las proteínas RARB y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una n=3. 
  
Figura 40. Expresión de marcadores EMT tras la represión de RARB en líneas parentales 
EGFR mutantes de AC pulmonar ITQ-resistentes. Se emplearon extractos de proteínas tras la 
infección lentiviral con shRNAs contra RARB y tras la estabilización de las líneas con el 
antibiótico de selección y mediante western blot se determinaron las proteínas ZEB1, CDH1, 
SNAI1, RARB y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una n=3. 
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Como podemos observar en la Figura 40, La represión de RARB tiene un efecto 
dependiente de la línea celular: en las células HCC827 y PC9 AZDR, 
precisamente donde los niveles de RARB eran más bajos, se produjo una 
reexpresión del marcador epitelial CDH1 y un descenso de  los EMT-TF SNAI1 
y ZEB1. En las células H1975 AZDR, donde la represión de RARB fue más 
discreta, solo detectamos un descenso del EMT-TF ZEB1, mientras que el 
marcador epitelial CDH1 se mantenía reprimido. Estos resultados indican que 
RARB también juega un papel en el programa EMT, aunque menor, 
favoreciendo la expresión de los EMT-TF, dado que su represión disminuye los 
EMT-TF y la  reexpresión parcial de CDH1 en algunos modelos celulares. No 
obstante, el hecho de que las marcas mesenquimales sigan siendo detectables y 
que la reexpresión de CDH1 no sea completa, sugiere que la represión de RARB 
induce un metaestado EMT parcial y que por tanto la represión de RARB no es 
suficiente para revertir completamente el programa EMT. Teniendo en cuenta 
los resultados anteriores con la represión de RARG, es posible que su 
reexpresión se necesaria, junto con la represión de RARB, o que también se 
requiera de la modulación de RARA para revertir el programa EMT.  
Dado que la represión de RARB modula la expresión de distintos marcadores de 
EMT, lo siguiente que quisimos comprobar fue si ésta era capaz de resensibilizar 
al osimertinib en las líneas mesenquimales ITQ-resistentes. En la Figura 41 
podemos observar que la disminución de los niveles de RARB no aumentó el 
efecto antitumoral del osimertinib en los modelos H1975 y HCC827 AZDR. De 
tal modo, podemos concluir que la represión de RARB modula parcialmente el 
programa EMT favoreciendo la represión de EMT-TFs como SNAI1 y ZEB1 
que lleva a una cierta reexpresión de CDH1. Sin embargo, esta reversión parcial 
del fenotipo mesenquimal no es suficiente para lograr revertir la resistencia al 
osimertinib. 






Finalmente, se realizó un ensayo de colonias para evaluar el efecto citostático 
del retinoide adapaleno en función de la presencia o ausencia de RARB y poder 
determinar si efectivamente este efecto depende únicamente de RARG o también 




Figura 41. Efecto de la 
represión de RARB sobre la 
sensibilidad al osimertinib en 
células de AC pulmonar con 
EGFR mutado ITQ-
resistentes.  Imagen de un 
ensayo de formación de colonias 
donde las líneas celulares 
crecieron durante 8 días en 
medio con distintas 
concentraciones de osimertinib. 
Se sembraron 5000 células por 
pocillo y el medio se cambió 
cada 2 días, al finalizar el 
tratamiento las células se fijaron 
con paraformaldehído al 4% y 
posteriormente se tiñeron con 
cristal violeta al 0,4%. Imagen 
representativa de una n=3. 
 
Figura 42. Efecto de la 
represión de RARB sobre la 
sensibilidad al adapaleno en 
células de AC pulmonar con 
EGFR mutado ITQ-resistentes. 
Imagen de un ensayo de 
formación de colonias donde las 
líneas celulares crecieron durante 
8 días en medio con distintas 
concentraciones de adapaleno. Se 
sembraron 5000 células por 
pocillo y el medio se cambió cada 
2 días, al finalizar el tratamiento 
las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4% y 
posteriormente se tiñeron con 
cristal violeta al 0,4%. Imagen 
representativa de una n=3. 
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Como podemos apreciar en la Figura 42,  la represión de RARB no provoca 
ningún cambio en el perfil de sensibilidad al adapaleno, al contrario de lo que 
ocurría con la represión de RARG, donde disminuía el efecto antitumoral del 
retinoide. Por tanto, podemos concluir que RARB no parece condicionar el 
efecto citostático del adapaleno en los modelos celulares estudiados. 
Para terminar esta sección del estudio, procedimos a reprimir RARA, que 
recordemos que al igual que RARB, se encuentra sobreexpresado en los modelos 
celulares mesenquimales resistentes al osimertinib. Al realizar la infección 
lentiviral encontramos que la secuencia shRARA #1 inducía la muerte celular a 
corto plazo en todas las líneas AZDR ensayadas, comparada con la secuencia 
shNT control y la shRARA #2. Al determinar los niveles de proteína de RARA 
tras una infección transitoria pudimos comprobar que la secuencia #2 no era 
capaz de provocar ninguna represión de los niveles de RARA (resultados no 
mostrados). Por ello, podríamos deducir que la secuencia #1 reprime eficazmente 
RARA y que esta represión tiene un impacto dramático sobre la muerte y 
proliferación celulares, algo que no ocurre al reprimir la expresión de los otros 
receptores nucleares de la familia RARB (en las líneas ITQ-resistentes) y RARG 
(en las líneas parentales ITQ sensibles) (Figura 43). Cabe resaltar que en este 
experimento utilizamos construcciones lentivirales que incorporaban un 
marcador fluorescente (Cherry). Las células estabilizadas con las construcciones 
shRARB y shRARG presentaban la marca fluorescente, mientras las pocas 
células supervivientes  a la infección con el shRARA no presentaban ninguna 
marca de fluorescencia.  
Por tanto, podemos concluir que RARA, que no se expresa en las células 
epiteliales, podría ser una proteína esencial para la supervivencia de las células 
mesenquimales ITQ-resistentes. Más experimentos serán necesarios para validar 
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su papel como una potencial diana terapéutica para el tratamiento de las líneas 
resistentes al osimertinib asociado con el fenotipo mesenquimal.    
 
 
Figura 43. Ensayo de proliferación y viabilidad celular tras la infección transitoria con 
lentivirus que incorporan shRNAs dirigidos contra los receptores nucleares de RARA, 
RARB y RARG. Las líneas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos con 200.000 células 
por pocillo, a las 24 horas tras la siembra se añadió el medio con los lentivirus y tras 72 horas se 
contaron las células mediante el método de exclusión del azul tripán. Los datos están expresados 
como el número de células vivas de las líneas modificadas respecto a su control (shNT Cherry) ± 
desviación estándar (n=6). Los resultados fueron analizados mediante análisis one way ANOVA y 
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5. Modificaciones de histonas en la EMT asociada a la  
resistencia a ITQs 
5.1 Identificación de moduladores epigenéticos asociados al 
fenotipo mesenquimal y resistente a los ITQs 
En la sección anterior hemos recopilado varias evidencias experimentales que 
subrayan el posible papel de los receptores nucleares RAR en la regulación de 
los mecanismos epigenéticos que controlan el programa transcripcional EMT. El 
siguiente objetivo que nos propusimos fue determinar cuál o cuáles son los 
eventos epigenéticos necesarios y en qué secuencia se producen para regular la 
expresión de los genes diana epiteliales o mesenquimales. Más concretamente, y 
dado el papel que juegan en el programa EMT en diferentes modelos 
experimentales, quisimos identificar qué posibles remodeladores epigenéticos 
son reclutados y cómo podrían reprogramar o evitar la adquisición del fenotipo 
mesenquimal asociado a la resistencia a los ITQs como el osimertinib y su 
posible relación con los RARs.  
Es bien conocido que la activación de los receptores nucleares RAR, al unirse al 
AR, induce la transcripción de genes siendo requisito imprescindible la 
disminución de marcas represivas como la H3K27me3 y el aumento de marcas 
de activación como H3K4me3 y H3K27ac en células madre embrionarias 
(Kashyap 2011). También se ha descrito que los complejos AR/RARs, pueden 
inducir un aumento tanto de las marcas de represión como de activación en 
ciertas regiones de la cromatina, generando un estado de bivalencia en la que los 
genes afectados se encuentran en un estado de equilibrio capaz de responder 
rápida y dinámicamente a los cambios en el ratio H3K4me3/H3K27me3 para 
encender o apagar la transcripción génica. En este modelo de células madre 
embrionarias, la ratio de transcripción aumenta en presencia de AR, pues 
aumentan las marcas de activación y descienden las de represión. Cuando los 
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niveles de AR se reducen, se genera el efecto contrario, induciéndose el 
silenciamiento del gen merced a la bajada de las marcas de activación y un 
aumento de las de represión (Bersntein 2006; Laursen 2013).  
Como ya se describió en la Introducción, los niveles de la marca represiva 
H3K27me3 están regulados por distintas proteínas con actividad metiltransferasa 
o desmetilasa. Por un lado, las que favorecen su metilación forman el PRC2, 
cuya subunidad catalítica es la enzima EZH2 (Cao 2002; Kuzmichev 2002). 
Algunos estudios han demostrado que la activación de los RARs por el AR 
provoca la disociación de la proteína SUZ12, otro componente del PRC2, con 
regiones específicas a las que se unen los RARs evitando así su represión, 
mientras que la degradación o ausencia de AR permite que SUZ12 vuelva a 
unirse a esas regiones revirtiendo el proceso (Gillespie 2007; Laursen 2013). En 
cuanto a las enzimas encargadas de desmetilar la marca H3K27me3, 
encontramos a KDM6A y KDM6B, que reducen la marca represora en distintos 
genes diana de la vía del AR como HOX (Agger 2007; Lee 2007).  KDM6A 
forma parte del complejo MLL4, el cual presenta actividad metiltransferasa, 
favoreciendo por un lado la desmetilación de la marca represora H3K27me3 y la 
metilación de la marca de activación H3K4; además, se ha demostrado que 
KDM6A favorece el reclutamiento del resto del complejo (Wang 2017). Por otra 
parte, el PRC2 induce la represión génica incrementando no solo la marca 
H3K27me3, sino también disminuyendo los niveles de H3K4 al reclutar y activar 
a la desmetilasa KDM5B (Zhou 2009).  
Las investigaciones previas en células madre embrionarias reconocen por tanto 
el papel remodelador del AR, que en primer lugar induce una disminución de la 
marca H3K27me3 para posteriormente aumentar la marca de activación 
H3K4me3. Por todo ello decidimos comprobar, en una primera aproximación, el 
grado de interacción existente entre los receptores nucleares RAR y las 
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desmetilasas KDM6A y B. Para ello, realizamos un ensayo de 
inmunoprecipitación de KDM6A y KDM6B seguida de western blot con 






La Figura 44 demuestra que se producen interacciones directas y especificas 
entre KDM6B y los RARs. RARA se detecta débilmente en el 
inmunoprecipitado, pero RARG aparece de manera abundante. Por otro lado, en 
el inmunoprecipitado de KDM6A no se detecta ninguna interacción con los 
RARs. Como hemos demostrado anteriormente, existe un patrón de expresión 
diferencial de los distintos RARs entre las líneas parentales y mesenquimales, 
así que las  interacciones entre cada complejo RA/RAR y la KDM6B podrían 
generar la marca de represión H3K27me3  y permitir la represión o expresión 
específica de genes particulares.  
Por ello, en el siguiente paso decidimos evaluar los niveles de las marcas de 
metilación de la histona H3 a nivel global, y su enriquecimiento en regiones 
promotoras de una firma de genes canónicos epiteliales y mesenquimales, y así 
comprobar si pudieran existir patrones epigenéticos consistentes en nuestros 
modelos celulares de AC pulmonar con  EGFR mutado y sensibles o resistentes 
al osimertinib. 
Figura 44. Interacción entre los receptores 
nucleares RAR y las desmetilasas de histona 
KDM6A y KDM6B. Niveles de proteína medidos 
por western blot de KDM6A, KDM6B, RARA y 
RARG tras inmunoprecipitar con los anticuerpos 
contra IgG, KDM6A y KDM6B en extractos de 
cromatina obtenidos de la línea H1975. Imagen 
representativa de una n=3. 
  




Figura 45. Perfil de metilación de histona H3 a nivel global en líneas de AC pulmonar con 
EGFR mutado y sensibles o resistentes al osimertinib. Los extractos de proteínas se analizaron 
por western blot para determinar las marcas H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 y H3 total como 
control de carga. Imagen representativa de una n=3. 
Los resultados de la Figura 45, revelan una gran heterogeneidad en cuanto a los 
niveles globales de las marcas de metilación de la histona H3 H3K4me3, 
H3K9me3 y H3K27me3 en los cuatro modelos de resistencia a ITQs asociados 
al fenotipo EMT analizados. Al analizar cada marca de forma aislada 
observamos que la marca de activación H3K4me3 aparece aumentada en dos de 
los modelos (PC9 y HCC827) y disminuida en los otros dos (HCC4006 y 
H1975). La marca de represión H3K9me3 presenta una mayor heterogeneidad 
en dos modelos no se producen apenas cambios (HCC4006 y H1975), mientras 
que en uno de ellos aumenta (PC9)  y en otro disminuye (HCC827). Finalmente, 
la marca de represión H3K27me3 aumenta en tres de los cuatro modelos. Por 
tanto, no hay un patrón único de marcas de metilación de histona H3 asociado al 
fenotipo mesenquimal ITQ-resistente, aunque es de destacar que la acumulación 
de la marca H3K27me3 podría ser un evento general asociado a la baja actividad 
de las desmetilasas KDM6A y B y/o alta actividad de la metiltransferasa del 
complejo represor PRC2 (EZH2). Dado que las células mesenquimales ITQ-
resistentes presentan diferencias en la conformación y actividad de los complejos 
AR/RARs, y que esta vía afecta al desplazamiento de EZH2 y al reclutamiento 
de las desmetilasas que disminuyen la marca H3K27me3 para activar la 
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transcripción de los genes diana, los niveles globales elevados de la marca 
H3K27me3 podrían deberse a un descenso de la actividad basal de la vía del AR 
asociado al fenotipo mesenquimal ITQ-resistente.  
 
Figura 46. Analisis de ChIP de genes epiteliales y mesenquimales en líneas de AC pulmonar 
con EGFR mutado y sensibles o resistentes al osimertinib. La cromatina aislada de las células 
ITQ-sensibles y resistentes se incubó con anticuerpos contra H4K5,8,12,16 ac, H3K4me3, 
H3K27me3, H3K9me3 e IgG como control para determinar el porcentaje de unión de cada una de 
estas marcas a los promotores de genes epiteliales (CDH1, GRHL2) y mesenquimales (ZEB1, 
SNAI1, VIM y TGFβ1). Los resultados (Cts) se normalizaron a partir de los Cts de sus respectivos 
Inputs y se representaron los ΔΔct cómo % de unión a la región promotora de cada gen. Los ΔΔct 
representados se normalizaron con los ΔΔct del IgG con el fin de eliminar cualquier señal 
inespecífica asociada. Los resultados (n=3) fueron analizados mediante análisis one way ANOVA 
y test de Tukey donde * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 con respecto a la pareja epitelial de cada 
línea celular. 




Los resultados de ChIP de la Figura 46 representan el grado de ocupación de los 
promotores de genes epiteliales y mesenquimales por las mismas marcas de 
metilación de histona H3 analizadas en el panel A. Como era de esperar, en el 
fenotipo mesenquimal las marcas represivas como H3K27me3 y H3K9me3 se 
enriquecen en los promotores de genes epiteliales  (CDH1, GRHL2), mientras 
que disminuyen en algunos de los promotores de genes mesenquimales (VIM, 
ZEB1), que se enriquecen en la marca de activación H3K4me3 y H4K5,8,12,16 
ac. Otros promotores de genes mesenquimales como SNAI1 y TGFβ1, sin 
embargo, muestran una mayor heterogeneidad entre las distintas líneas celulares, 
no advirtiéndose un patrón claro de modificaciones de la cromatina que pudiera 
indicar un estado de la cromatina más abierto o cerrado, abriendo la posibilidad 
de que se encuentren en un estado intermedio que confiera una mayor plasticidad 
celular, dada la importancia de estas dos proteínas en la inducción del programa 
EMT (Zavadil 2005; Xu 2009; De Craene 2013; Nieto 2016).  
Una vez establecidos los patrones de metilación de histona H3, procedimos a 
determinar los niveles de expresión de los remodeladores de la cromatina que 
modifican la metilación específica de la marca H3K27. Evaluamos en primer 
lugar los niveles de expresión de los modificadores de la histona H3K27 
(KDM6A, KDM6B y EZH2) ya que son los primeros remodeladores de la 
cromatina reclutados para la regulación transcripcional inducida por el AR en las 
líneas celulares parentales con fenotipo epitelial y sensibles al osimertinib y sus 
correspondientes versiones mesenquimales resistentes a ITQs. 






Los resultados de la Figura 47A muestran que los niveles de expresión a nivel 
de proteína de las desmetilasas KDM6A y B están aumentados en las células 
ITQ-resistentes con fenotipo mesenquimal (aunque no correlacionan 
exactamente con los niveles de expresión a nivel de ARNm de la Figura 47B), 
mientras que no hay un patrón común en cuanto a los niveles de EZH2. En 
función de estos resultados, podemos hipotetizar que a nivel global la marca 
H3K27me3 debería estar disminuida en las líneas mesenquimales debido a una 
mayor expresión de las desmetilasas KDM6A y KDM6B. No obstante, como 
hemos podido observar en la Figura 45, en 3 de estos modelos ocurre 
precisamente lo contrario, estando aumentada la marca H3K27me3. Estos 
resultados sugieren que el balance final podría depender de más factores, como 
la actividad metiltransferasa de EZH2, y las diferencias que se puedan establecer 
Figura 47. Expresión de las 
enzimas moduladoras de la marca 
de metilación de H3K27 en líneas 
celulares EGFR mutado sensibles y 
resistentes a osimertinib. A. Se 
emplearon extractos de proteínas y 
mediante western blot se 
determinaron las proteínas KDM6A, 
KDM6B, EZH2 y ACTB como 
control de carga. Imagen 
representativa de una n=3. B. Niveles 
de ARNm en las líneas 
mesenquimales. Se emplearon 
extractos de ARN que se pasaron a 
ADNc y por PCR se determinaron los 
niveles de KDM6A, KDM6B, EZH2 
y ACTB como control de carga en las 
líneas sensibles y resistentes al 
osimertinib, los datos están 
expresados en log2 del 2-ΔΔCt de la 
línea resistente comparada con su 
línea sensible. Imagen representativa 
de una n=3. Los resultados fueron 
analizados mediante análisis one way 
ANOVA y test de Tukey donde * 
p<0,05 ***p<0,001 con respecto a 
sus controles. 
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a nivel local en los promotores de los genes epiteliales y mesenquimales. Por 
tanto, es necesario un abordaje global mediante secuenciación masiva de los 
ChIPs de todas las marcas estudiadas, que será llevado a cabo en futuros estudios, 
así como un estudio funcional modulando la actividad de las histona desmetilasas 
de H3K27 KDM6A y KDM6B, cuya descripción emprendemos a continuación.  
5.2 Validación funcional de la relación entre KDM6A y B, 
la EMT y la resistencia a los ITQs 
Dado el patrón de expresión diferencial de KDM6A y KDM6B en los modelos 
de resistencia al osimertinib, decidimos comprobar si podría determinar una 
sensibilidad selectiva a los inhibidores de la actividad desmetilasa como el GSK-
J4 desarrollados recientemente (Yan 2017), e identificar así una vulnerabilidad 
epigenética del fenotipo mesenquimal ITQ-resistente de esta e identificar una 
nueva  enzimas con un inhibidor especifico el GSK-J4. 











En la figura 48 podemos observar como las líneas parentales epiteliales y 
sensibles a los ITQs no responden al inhibidor GSK-J4, a excepción de las PC9 
que presenta una cierta sensibilidad. Sin embargo, todos los modelos resistentes 
al ITQ respondieron al GSK-J4 en mayor medida que las líneas parentales. Este 
mismo ensayo se realizó en combinación con osimertinib para estudiar el posible 
sinergismo entre ambos inhibidores, pero el efecto citotóxico del ITQ sobre las 
líneas sensibles no aumentó (datos no mostrados). 
Una vez identificada la actividad desmetilasa de H3K27me3 como una posible 
vulnerabilidad epigenética del fenotipo mesenquimal ITQ-resistente, lo siguiente 
que quisimos estudiar fueron los cambios transcripcionales inducidos por el 
tratamiento con el GSK-J4. Para ello tratamos distintas líneas parentales y 
Figura 48. Efecto citotóxico del 
inhibidor de KDM6 GSK-J4 en 
células de AC pulmonar con 
EGFR mutado sensibles y 
resistentes a osimertinib y con 
fenotipo EMT.  Imagen de un 
ensayo de formación de colonias 
donde las 8 líneas celulares 
crecieron durante 8 días en medio 
con distintas concentraciones de 
GSK-J4. Se sembraron 5000 células 
por pocillo y el medio se cambió 
cada 2 días, al finalizar el 
tratamiento las células se fijaron con 
para-formaldehído al 4% y 
posteriormente se tiñeron con cristal 
violeta al 0,4%. Imagen 
representativa de una n=3. 
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resistentes al osimertinib con el inhibidor a distintos tiempos y medimos por 
western blot los niveles de marcadores epiteliales y mesenquimales, así como la 
marca H3K27me3. 
 
Figura 49. Efecto del inhibidor de KDM6 sobre la expresión de marcadores y la marca de 
metilación de H3K27 en líneas celulares de AC pulmonar con EGFR mutado sensibles y 
resistentes a osimertinib con fenotipo EMT.  Las líneas ITQ-sensibles y resistentes indicadas se 
trataron GSK-J4 1µM durante 24 y 72 horas, y mediante western blot se determinaron los niveles 
de las proteínas  CDH1, VIM, ZEB1, SNAI1, KDM6B, EZH2 y ACTB como control de carga. 
Imagen representativa de una n=3. 
 
En la Figura 49 podemos ver como en el modelo H1975 el GSK-J4 provoca un 
aumento de la marca H3K27me3, más acusado en la versión mesenquimal ITQ-
resistente. Los resultados de este marcador de actividad desmetilasa no son 
concluyentes en el modelo HCC4006.  Por otra parte, observamos como el GSK-
J4 induce una reprogramación parcial de las células mesenquimales, destacando 
principalmente la represión de SNAI1 en todos los modelos (acompañada de un  
ligero descenso en VIM), y la reexpresión del marcador epitelial CDH1. Estos 
resultados son consistentes con algunos estudios ya mencionados en la 
Introducción, y que postulan a KDM6B como un regulador positivo de la EMT 
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al aumentar la expresión de SNAI1 mediante la desmetilación de la marca de 
represión H3K27me3 asociada a su promotor (Ramadoss 2012).  
Nuestros resultados, aunque parciales y en un contexto muy complejo, abren un 
nuevo (y original) escenario de regulación epigenética del fenotipo mesenquimal 
ITQ-resistente en el cáncer pulmonar, donde la actividad KDM6 podría estar 
desmetilando la marca represiva H3K27me3 de EMT-TFs como SNAI1 
permitiendo su expresión, factor que a su vez mediaría la represión de factores 
epiteliales (como CDH1) y la activación transcripcional de otros genes 
mesenquimales. En resumen, el GSK-J4 induce un aumento de la marca de 
represión H3K27me3, la represión de EMT-TF SNAI1, y la reexpresión del 
marcador epitelial CDH1. 
La siguiente tarea que nos propusimos fue decidir cuál de las dos desmetilasas 
(KDM6A o KDM6B) era más importante en la reprogramación de la EMT, dado 
que el GSK-J4 es un inhibidor de ambas actividades enzimáticas. Por ello 
procedimos a reprimir de forma estable tanto la KDM6A como de la KDM6B 
mediante varias secuencias de shRNAs específicas utilizando como modelo 
experimental las células mesenquimales H1975 AZDR, que mostraron en el 
experimento previo un mejor perfil farmacodinámico en respuesta al GSK-J4. 
 






A la vista de los resultados de la Figura 50, podemos concluir, en primer lugar, 
que la represión de KDM6A no parece jugar ningún papel en la regulación de la 
expresión del marcador epitelial CDH1 o de los marcadores mesenquimales VIM 
y SNAI1, a pesar de que la secuencia #60 es capaz de reprimir eficientemente su 
expresión. Como hemos mencionado en la Introducción, KDM6A se ha descrito 
en varios estudios como un represor del programa EMT en algunos modelos 
celulares de cáncer de mama y cáncer de pulmón (Choi 2015; Taube 2017; 
Terashima 2017). Sin embargo, en nuestros resultados el bloqueo de KDM6A 
no provoca ninguna modificación en el fenotipo mesenquimal de la línea H1975 
AZDR. Por otra parte, la represión de KDM6B por la secuencia #676 disminuye 
de forma eficaz los niveles de KDM6B, y esta represión viene acompañada de 
cambios en la expresión de factores del programa EMT que mimetizan el 
tratamiento con el GSK-J4, como la represión de SNAI1 y de VIM, y la 
reexpresión del marcador epitelial CDH1; estos resultados coinciden con los 
estudios realizados en otros modelos celulares en los que se ha descrito KDM6B 
Figura 50. Expresión de 
KDM6A y KDM6B tras su 
represión mediante shRNAs 
en células de AC pulmonar 
con EGFR mutado H1975 
resistentes al osimertinib.  
Tras la infección lentiviral con 
shRNAs contra KDM6A y 
KDM6B (y shNT, non target, 
como control negativo) y la 
selección y estabilización de las 
líneas celulares con el 
antibiótico puromicina, 
analizamos mediante western 
blot los niveles de las proteínas 
KDM6A, KDM6B, CDH1, 
VIM, SNAI1 y ACTB como 
control de carga. Imagen 
representativa de una n=3. 
 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
166 
 
como un inductor del programa EMT (Ramadoss 2012; Tang 2016; Sui 2019). 
Por este motivo, descartamos KDM6A como candidato a modular el programa 
EMT en nuestros modelos de resistencia a ITQs, y procedimos a estudiar el papel 
funcional de KDM6B en el resto de modelos celulares con la secuencia 
shKDM6B #676, ya que nuestros resultados muestran que KDM6A en nuestros 
modelos no es capaz de activar ni reprimir el programa EMT pese a que en otros 
modelos si se haya descrito su papel en el programa EMT (Choi 2015; Taube 
2017; Terashima 2017). 
 
Como podemos apreciar en la Figura 51, el silenciamiento de forma estable de 
KDM6B es capaz de reprimir la expresión de los EMT-TF SNAI1 y /o ZEB1 en 
varios de los modelos de resistencia a los ITQs, concomitante a la reexpresión 
parcial de CDH1, y una ligera disminución de otras marcas mesenquimales como 
CDH2. No obstante, estos efectos inducidos por la represión de KDM6B de 
Figura 51. Expresión de marcadores EMT tras la represión de KDM6B en varias líneas 
celulares de AC pulmonar con EGFR mutado y resistentes al osimertinib.  Tras la infección 
con los lentivirus portadores de shRNAs contra KDM6B (y shNT, non target, como control 
negativo), y la selección y estabilización de las líneas celulares con el antibiótico de selección 
puromicina, analizamos mediante western blot los niveles de las proteínas KDM6A, KDM6B, 
CDH1, CDH2, VIM, ZEB1, SNAI1 y ACTB como control de carga. Imagen representativa de una 
n=3. 
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forma crónica y estable no son mayores que los efectos inducidos por el inhibidor 
GSK-J4 a tiempos más cortos, lo cual sugiere que KDM6B participa en el 
proceso EMT y regula la expresión de ciertos genes, pero no es capaz de revertir 
por sí mismo y de manera completa la EMT. Esta reprogramación parcial quedó 
corroborada al ensayar el efecto citotóxico del osimertinib, tal y como queda 
reflejado en los resultados de la Figura 52. 
 
Figura 52. Sensibilidad al osimertinib de las líneas celulares de AC pulmonar con EGFR 
mutado y resistentes al osimertinib cuando se reprime KDM6B. A. Cada línea celular se 
sembró en placas de 96 pocillos con una densidad de 7500 células por pocillo y se trataron 24 horas 
post-siembra con las concentraciones indicadas de osimertinib o del vehículo DMSO. El número 
de células se determinó por el método de la sulforodamina B después de 72h de tratamiento. Los 
resultados se expresan en porcentaje con respecto al control ± desviación estándar (n=6). B. Imagen 
de un ensayo de formación de colonias donde las líneas celulares crecieron durante 8 días en medio 
con distintas concentraciones de osimertinib. Se sembraron 5000 células por pocillo y el medio se 
cambió cada 2 días, al finalizar el tratamiento las células se fijaron con paraformaldehído al 4% y 
posteriormente se tiñeron con cristal violeta al 0,4%. Imagen representativa de una n=3. 




Las líneas mesenquimales ITQ-resistentes HCC827 y H1975 AZDR recuperaron 
una cierta sensibilidad al osimertinib al reprimir de manera específica KDM6B 
mediante el shRNA #676 a corto (Figura 52A) y medio plazo (Figura 52B) , pero 
muy lejos del rango nanomolar que caracteriza a las líneas celulares parentales 
sensibles de manera innata a los ITQs. Por tanto, podemos concluir que la 
represión de KDM6B es capaz de revertir de forma parcial el programa EMT 
cuando ya se ha adquirido la resistencia al osimertinib, y que la reversión de 
EMT a su vez es capaz de inducir una discreta resensibilización a los ITQs de 
EGFR. 
Con el fin de establecer una relación más directa entre KDM6B y la regulación 
transcripcional de los genes epiteliales y mesenquimales cuya expresión se ve 
alterada al reprimir esta enzima, ejecutamos un ensayo de ChIP con anticuerpos 
específicos contra KDM6A y KDM6B y posterior qPCR de las regiones 
promotoras de algunos de los genes de la firma EMT. 
 





A partir de los resultados obtenidos en ensayo de ChIP resumido en la Figura 53, 
la primera conclusión que podemos obtener es que KDM6B forma parte de los 
complejos de remodelación de la cromatina reclutados en las regiones 
promotoras de los genes EMT, mientras que KDM6A no lo hace. Por tanto, estos 
resultados siguen la línea de nuestras observaciones previas con el GSK-J4 y con 
los shRNAs de KDM6A y KDM6B, y podemos afirmar que KDM6A no tiene 
un papel relevante en la regulación del programa EMT. KDM6B emerge como 
un regulador de los EMT-TFs SNAI1 y ZEB1 y en menor grado del inductor de 
Figura 53. Ensayo de ChIP para KDM6A y KDM6B y análisis de su unión a las regiones 
promotoras de genes de la firma EMT en el modelo celular de AC pulmonar con EGFR 
mutado H1975. La cromatina aislada de las células ITQ-sensibles y resistentes se incubó con 
anticuerpos contra KDM6A, KDM6B e IgG como control para determinar el porcentaje de unión 
de cada una de estas tres proteínas a los promotores de genes epiteliales (CDH1, GRHL2) y 
mesenquimales (VIM, ZEB1, SNAI1 y TGFβ1). Los resultados (Cts) se normalizaron a partir de 
los Cts de sus respectivos Inputs y se representaron los ΔΔct cómo % de unión a la región 
promotora de cada gen. Los resultados (n=3) fueron analizados mediante análisis one way 
ANOVA y test de Tukey donde ***p<0,001 con respecto a sus respectivos control-IgG de H1975 
y H1975 AZDR, ### p<0,001 con respecto al ChIP de KDM6B entre H1975 y H1975 AZDR. 
 
Tesis Doctoral – Miguel Aupí Ferrando 
170 
 
EMT TGFβ1 y el marcador VIM, aunque paradójicamente también aparece en 
los promotores de genes epiteliales como GRHL2 y CDH1, tanto en las células 
epiteliales ITQ-sensibles como en las mesenquimales ITQ-resistentes. En un 
análisis más detallado de los porcentajes de unión a cada promotor en unas 
células y otras, observamos una clara disminución del porcentaje de KDM6B 
que se une a los promotores de los genes mesenquimales SNAI1 y ZEB1, lo cual 
sugiere que una vez la célula alcanza el estado mesenquimal estable, KDM6B ya 
no sería tan importante como en las fases iniciales de la inducción del programa 
EMT, cuando las regiones de la cromatina donde se encuentran EMT-TFs se 
encuentran en un estado más cerrado y reprimido, y se requiere de una intensa 
activación que desencadene todo el programa transcripcional necesario para que 
la célula llegue al fenotipo mesenquimal.  
Con el fin de evaluar esta hipótesis, decidimos estudiar las fases iniciales del 
programa EMT mediante el tratamiento a corto plazo con un inductor como el 
TGFβ1. Una de las líneas celulares con un fenotipo marcadamente epitelial que 
responde de forma eficaz al TGFβ1 es el modelo HCC827, en comparación con 
otras células epiteliales (HCC4006 y la PC9) que tardan más en desarrollar una 
respuesta completa al TGFβ1. La línea H1975 presenta un fenotipo intermedio 
entre epitelial y mesenquimal (expresa CDH1 pero también VIM y SNAI1) lo 
que podría dificultar el estudio de las primeras fases de la inducción del programa 
EMT. Por todo ello, utilizamos el modelo HCC827 parental en los siguientes 
experimentos. En primer lugar, sometimos a la línea parental al tratamiento con 
GSK-J4 con el fin de observar que los efectos que se producían en la línea 
parental eran similares a los inducidos en el resto de líneas ya probadas como la 
H1975 y la HCC4006. 











Como podemos observar en la Figura 54, las células HCC827 parentales 
responden al GSK-J4 incrementando ligeramente los niveles de H3K27me3 a las 
72 horas después del tratamiento y una intensa represión del EMT-TF SNAI1 al 
igual que ocurría en las otras líneas celulares parentales, mientras que la 
expresión del resto de marcadores no se ve alterada, lo cual es consistente con el 
hecho de ser células con fenotipo epitelial y niveles elevados de CDH1. Estos 
resultados sugieren que la inhibición de KDM6B con el GSK-J4 podría reprimir 
de forma eficaz SNAI1 en las etapas iniciales de la EMT (Cuando SNAI1 juega 
un papel esencial), y en el contexto de la presión farmacológica inducida por los 
ITQs, al principio de la adquisición de la resistencia epigenética. Para evaluar 
esta posibilidad, estudiamos el efecto del TGFβ1 en las células HCC827 
parentales en combinación con el GSK-J4, añadiendo además el inhibidor de 
EZH2 GSK-126 (Huang 2018), con el fin de observar que ocurre cuando las 
células son sometidas al efecto contrario que el inducido por el GSK-J4. 
Figura 54. Expresión de los marcadores EMT y de 
enzimas moduladoras de la metilación de H3K27 en 
células HCC827 parentales tratadas con GSK-J4. Los 
extractos de proteína obtenidos de células HCC827 control y 
tratadas con GSK-J4 1µM durante 24 y 72 horas se analizaron 
mediante western blot para determinar los niveles de las 
proteínas CDH1, VIM, ZEB1, SNAI1, KDM6B, EZH2 y 
ACTB como control de carga. Imagen representativa de una 
n=3. 
 




Figura 55. Expresión de los marcadores EMT y la marca H3K27me3 en células HCC827 
parentales tratadas con TGFβ1 en combinación con los inhibidores GSK-J4 y GSK-126. Las 
células HCC827 fueron pretratadas con GSK-J4 y GSK-126 durante 72 horas (1µM en ambos 
casos), y posteriormente se añadió el TGFβ1 a 10 ng/ml, durante 24, 48 y 72 horas junto con GSK-
J4 y GSK-126, los extractos de proteína se recogieron tras 24, 48 y 72 horas y analizaron mediante 
western blot y anticuerpos contra las proteínas CDH1, GRHL2, VIM, ZEB1, SNAI1, H3K27me3 
y H3, y ACTB como controles de carga. Imagen representativa de una n=3. 
 
Como muestra la Figura 55, el TGFβ1 es capaz de iniciar el programa EMT en 
el modelo celular HCC827 a las 24 horas de tratamiento provocando el 
incremento de expresión del EMT-TF SNAI1, que sigue aumentando 
transcurridas 48 y 72 horas, del marcador mesenquimal VIM, y la represión 
parcial de los marcadores epiteliales GRHL2 y CDH1, este último de manera 
discreta. Por otro lado, el tratamiento conjunto del TGFβ1 con el inhibidor de 
EZH2 GSK-126 potencia el aumento de SNAI1 inducido por el propio TGFβ1 
por si solo a las 24 horas, y una bajada drástica de la marca H3K27me3, lo cual 
sugiere que la inhibición de EZH2 podría acelerar la inducción del programa 
EMT. Finalmente, destacaremos que el GSK-J4 es capaz de provocar un 
aumento de la marca H3K27me3, y lo que es más importante, contrarrestar la 
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inducción del programa EMT provocado por el TGFβ1, ya que disminuye los 
niveles de SNAI1, que necesitan 72 horas de tratamiento con la citoquina para 
igualar los niveles alcanzados a las 24 horas en ausencia del inhibidor de 
KDM6B. Como consecuencia de la represión de SNAI1, el TGFβ1 tarda más 
tiempo en inducir la expresión de VIM. Además, el GSK-J4 amortigua 
significativamente la represión del factor de transcripción epitelial GRHL2. Por 
tanto, podemos concluir que el GSK-J4 previene la inducción del programa EMT 
mediante el aumento de la marca de represión H3K27me3, disminuyendo los 
niveles del EMT-TF SNAI1, reduciendo así el efecto del TGFβ1. Por otro lado, 
el tratamiento con el inhibidor de EZH2 GSK-126 provoca el efecto contrario en 
la marca H3K27me3 y parece activar la EMT aumentando los niveles de SNAI1. 
Estos resultados dan lugar a distintas interpretaciones, ya que como describimos 
en la introducción, EZH2 ha sido bien descrito en diversos modelos celulares 
como un inductor del programa EMT, encargado de reprimir marcas epiteliales 
como CDH1 (Cao 2008; Herranz 2008; Tiwari 2013). Sin embargo, en otros 
modelos se ha descrito un efecto opuesto, lo que sugiere que según el contexto y 
tipo de tejido tumoral EZH2 puede ejercer un efecto pro o anti-EMT (Cardenas 
2016; Serresi 2016). De este modo, podemos deducir que en nuestros modelos 
celulares de cáncer de pulmón dirigidos por EGFR, y en el contexto de la 
resistencia a los ITQs, la desmetilación de H3K27me3 favorece la inducción del 
programa EMT como observamos mediante el bloqueo de EZH2 y el bloqueo de 
la desmetilación frena el desarrollo del programa EMT. 
Con el fin de caracterizar mejor el efecto del GSK-J4 y si es dosis-dependiente, 
incubamos las células HCC827 parentales con TGFβ1 y GSK-J4 a 
concentraciones crecientes durante un tiempo fijo. Como podemos apreciar en el 
análisis de expresión a nivel de ARNm de la Figura 56, efectivamente el efecto 
del GSK-J4 depende de la dosis dependiente. Cabe destacar que por sí solo el 
inhibidor provoca un aumento en la expresión génica de CDH1 y una 
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disminución de VIM, previsiblemente consecuencia de la represión de SNAI1 y 
de ZEB1. El tratamiento con el TGFβ1, como era de esperar, provoca la 
represión de CDH1 junto con un aumento de la expresión de VIM, SNAI1 y 
ZEB1, y al combinarlo con el GSK-J4 estos cambios se revierten. Con todo, 
podemos deducir que la inhibición de KDM6B es capaz de frenar la EMT 
inducida por el TGFβ1 y que además es un efecto dosis-dependiente. 
 
Figura 56. Expresión de los marcadores EMT en la línea celular de AC pulmonar con EGFR 
mutado HCC827 tratada con TGFβ1 en combinación con el GSK-J4. Niveles de ARNm en la 
línea HCC827 parental tratadas con las concentraciones de GSK-J4 indicadas durante 7 días y en 
combinación con TGFβ1 a 10 ng/ml durante 72 horas. Se emplearon extractos de ARNt que se 
retrotranscribieron a ADNc, y por qPCR se determinaron los niveles de expresión de CDH1, VIM, 
SNAI1, ZEB1 y ACTB como normalizador. Los datos están expresados en log2 del 2-ΔΔCt de cada 
condición comparada con la línea parental HCC827 sin tratamiento (cuyo valor se representa como 
0 en la gráfica). Los resultados (n=3) fueron analizados mediante análisis one way ANOVA y test 
de Tukey donde*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 con respecto al control de HCC827, # p<0,05, 
### p<0,001 con respecto al control de HCC827+TGFβ1. 




Una vez demostrado el efecto del GSK-J4 como un regulador negativo eficaz del 
programa EMT nos fijamos como objetivo comprobar si  el inhibidor era también 
capaz de prevenir a corto/medio plazo la adquisición de resistencia a los ITQs. 
Para ello las células parentales HCC827 fueron pretratadas con GSK-J4 (y 
también con el inhibidor de EZH2 GSK-126), y posteriormente se trataron con 
TGFβ1 durante 7 días para garantizar que se desarrollara el fenotipo 
mesenquimal y resistente a los ITQs, para después ensayar el efecto antitumoral 
del  osimertinib. 
 
Figura 57. Sensibilidad al osimertinib de las células de AC pulmonar con EGFR mutado 
HCC827 tratadas con TGFβ1, GSK-J4 y GSK-126. A. Las células HCC827 se pretrataron con 
GSK-J4 o GSK-126 (1 µM en ambos casos) durante 72 horas, después se añadió el TGFβ1 a 10 
ng/ml, y tras 7 días de incubación se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 7500 
células por pocillo. Transcurridas 24 horas post-siembra, se añadieron las concentraciones 
indicadas de osimertinib o del vehículo DMSO. El número de células se determinó por el método 
de la sulforodamina B tras 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en porcentaje con 
respecto al control ± desviación estándar (n=6). B. Imagen de un ensayo de formación de colonias 
donde las líneas celulares crecieron durante 8 días en medio con distintas concentraciones de 
osimertinib. Las células HCC827 pretratadas como en A se sembraron en placas de 6 pocillos a 
una densidad de 5000 células por pocillo y 24h post-siembra se añadieron las concentraciones 
indicadas de osimertinib, al finalizar el tratamiento las células se fijaron con paraformaldehído al 
4% y posteriormente se tiñeron con cristal violeta al 0,4%. Imagen representativa de una n=3. 
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En la Figura 57 podemos observar como el GSK-J4 es capaz de evitar la 
adquisición de resistencia al osimertinib asociada a la inducción del fenotipo 
mesenquimal por el TGFβ1. El osimertinib resulta citotóxico para las células 
HCC827 parentales tanto en el corto (Figura 57A) como en el medio plazo 
(Figura 57B). El tratamiento con TGFβ1 induce una clara resistencia al 
osimertinib, y lo que es más importante, cuando se combina con el GSK-J4 esa 
resistencia disminuye drásticamente, sobre todo en el medio plazo. Por otro lado, 
la adición del inhibidor de EZH2 no condicionó significativamente la respuesta 
al osimertinib en presencia del TGFβ1. 
Con todo, resulta evidente que el GSK-J4 bloquea la inducción del fenotipo 
mesenquimal, y que podría prevenir la adquisición de resistencia a los ITQs. Para 
validar esta hipótesis, diseñamos un experimento para explorar el efecto de la 
doble inhibición KDM6B/EGFR en el largo plazo, imitando una escala temporal 
que pretende ajustarse, con sus evidentes limitaciones, a una situación 
terapéutica real. Diversos estudios han tratado de evaluar a largo plazo la 
adquisición de resistencias a los ITQs mediante distintas metodologías, desde la 
evolución de clones únicos evaluando la resistencia a corto y largo plazo (Hata 
2016) a la evolución de pequeñas colonias hasta que son capaces de proliferar en 
presencia del ITQ (La Monica 2017). En ambas metodologías existen diversas 
limitaciones, por un lado, al estudiar clones únicos no permites evaluar el efecto 
farmacologíco en un pool heterogéneo de células tumorales, mientras que el 
estudio de pequeñas colonias no te permite determinar de forma clara la 
heterogeneidad de los distintos clones existentes en esa línea celular además de 
que este modelo solo abarca un plazo de tiempo limitado que no permite evaluar 
todo el proceso de adquisición de resistencia sino solo unos puntos concretos de 
la evolución. En nuestro caso, establecimos un modelo de resistencia elaborado 
a partir de un pool de células sembradas a baja densidad celular que nos 
permitiera ver los efectos de los distintos tratamientos en un cultivo celular 
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heterogéneo, pero diseñamos el experimento de modo que se pudiera evaluar 
durante todo el proceso de resistencia al ITQ hasta llegar a concentraciones de 
osimertinib en el rango micromolar, de manera individual o en combinación de 
GSK-J4.  
 
Figura 58. Curvas de adquisición de resistencia al osimertinib en monoterapia o en 
combinación con el inhibidor de KDM6 GSK-J4 en líneas parentales de AC pulmonar con 
EGFR mutado. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 10.000 células 
por pocillo, y se empezaron a tratar con concentraciones subletales (25 nM) de osimertinib en 
monoterapia o en combinación con el GSK-J4 a 1µM; el medio de cultivo con los fármacos se 
reemplazó cada 2 días, y cada vez que se alcanzó la confluencia, las células se resembraron a la 
misma densidad, doblando la concentración de osimertinib (la de GSK-J4 permaneció fija durante 
todo el experimento). Este procedimiento se repitió hasta que se alcanzaron concentraciones de 
osimertinib en el rango micromolar.  
 
El estudio temporal de la Figura 58 indica que la inhibición de la actividad 
desmetilasa de H3K27 con el GSK-J4 retrasa la adquisición de resistencia al ITQ 
osimertinib en los cuatro modelos ensayados. Aunque en las fases iniciales 
(rango nanomolar) apenas se pueden observar diferencias entre el tratamiento 
con osimertinib en monoterapia o en combinación con el GSK-J4, conforme 
avanza el tiempo y las células se adaptan a los concentraciones crecientes del 
ITQ, las curvas de adquisición de resistencia comienzan a separarse cada vez 
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más, alargando la duración de la respuesta, o dicho de otra manera,  alargando 
los intervalos entre incrementos de concentración. De hecho, el tiempo necesario 
para alcanzar una concentración concreta de osimertinib, como puede ser 3 µM, 
requiere de aproximadamente 25 días más de tratamiento cuando se combina con 
GSK-J4 en tres de los modelos empleados, ya que actualmente el cuarto modelo 
todavía no ha llegado a adaptarse a esa concentración de osimertinib. Por tanto, 
todas estas evidencias indican que el bloqueo de KDM6B mediante el inhibidor 
GSK-J4 es capaz de frenar la adquisición de resistencia al osimertinib en líneas 
celulares de AC pulmonar dirigidas por mutaciones activadoras de EGFR y que 
muestran sensibilidad innata al osimertinib, permitiendo alargar y optimizar el 
tratamiento al prolongar la duración de cada concentración de osimertinib. 
En resumen, esta tesis doctoral sienta las bases de una línea de investigación 
basada en el estudio sistemático de las adaptaciones epigenéticas que ocurren 
durante el proceso de adquisición de la resistencia a los ITQ de 3ª generación 
(osimertinib) y que constituirán en breve la 1ª línea de tratamiento para el AC 
pulmonar dirigido por EGFR (Soria 2018). Las implicaciones clínicas de este 
estudio son evidentes. La expresión de CRABP2 o de los receptores nucleares 
del ácido retinoico (AR) podrían servir como marcadores de respuesta a los 
ITQs, y los derivados farmacológicos del AR herramientas útiles para retrasar o 
revertir el fenotipo mesenquimal asociado a la resistencia. La expresión 
diferencial de los RARs en nuestros modelos mesenquimales nos llevó a 
profundizar en los mecanismos implicados en la resistencia al efecto del AR en 
el AC pulmonar. La resistencia se ha asociado en diversos estudios a la represión 
de RARB como consecuencia de su hipermetilación (Virmani 2000; Licchesi 
2008). Estos datos concuerdan con nuestros modelos mesenquimales, que al 
expresar RARB y RARA respondían más al AR que los modelos epiteliales que 
solo presentaban niveles elevados de RARG. A pesar de esta mayor respuesta, 
el AR no era capaz de inducir un efecto antitumoral como ocurre en otros 
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modelos donde sí se ha descrito RARB como un predictor de la respuesta 
antitumoral al AR (de Thé 1990; Hoffmann 1990). No obstante, en ciertos 
estudios pese a expresarse RARB y responder al AR, no se observa ningún efecto 
antitumoral (Geradts 1993; Zhang 1994; Kim 1995). La ausencia de efecto 
antitumoral asociado al AR podría asociarse a la expresión de RARG. De este 
modo, la expresión de RARG podría ser un marcador clave en el efecto 
antiproliferativo asociado a los derivados farmacológicos del AR, tal y como 
sugieren nuestras evidencias experimentales. Además, la represión de RARA 
también podría ser otro candidato con efecto antiproliferativo en determinados 
modelos como las células con fenotipo mesenquimal. No obstante, será necesario 
un abordaje farmacológico más profundo mediante el uso de distintos 
moduladores específicos de los distintos RARs para evaluar que papel juega cada 
uno de estos receptores en cada modelo y su papel como reguladores 
epigenéticos.  
Una de las limitaciones de este trabajo es la falta de pruebas concluyentes que 
establezcan los mecanismos epigenéticos directos por los cuales se regulan de 
manera diferencial la expresión de los genes epiteliales y mesenquimales de una 
manera global y coordinada, para lo que harán falta experimentos de ChIP de 
varios modificadores de la cromatina y marcas de histonas, acoplados a la 
secuenciación masiva y el análisis transcriptómico. Desde un punto de vista 
mecanístico, nuestros resultados indican que la expresión de SNAI1, el factor de 
transcripción responsable de orquestar los primeros cambios transcripcionales 
que aparecen durante la inducción del fenotipo mesenquimal, depende de la vía 
del AR y, lo que es más importante, de la actividad desmetilasa de KDM6B, un 
editor epigenético que disminuye la marca represiva H3K27me3. La 
disponibilidad de nuevos inhibidores de esta actividad, como el GSK-J4, y su 
eficacia in vitro tanto como agente citotóxico en los modelos mesenquimales 
como a la hora de retrasar el fenómeno de adquisición de la resistencia a los 
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ITQs, abre la posibilidad de diseñar nuevas estrategias terapéuticas para los 























1. Los nuevos modelos de resistencia adquirida al inhibidor de EGFR de 3ª 
generación osimertinib desarrollan un fenotipo mesenquimal. 
 
2. La validación de marcadores epigenéticos previamente identificados en el 
metaanálisis de datos ómicos señala a la vía del AR, y a la proteína que lo 
transloca al núcleo CRABP2 como potenciales marcadores epigenéticos de 
respuesta al osimertinib. 
 
3. Los patrones de expresión diferencial de los receptores nucleares del AR 
podrían dirigir la profunda reprogramación epigenética que subyace en la EMT 
asociada a la resistencia adquirida a ITQs. 
 
4. Concretamente, el receptor nuclear del AR RARG podría ser un importante 
factor epigenético en la regulación del programa EMT. 
 
5. La actividad desmetilasa de KDM6B es esencial para la iniciación de la EMT 
mediada por el factor de transcripción SNAI1 y, por ende, la adquisición de la 
resistencia a los ITQs.  
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6. La combinación de los ITQs con inhibidores de la actividad desmetilasa de 
KDM6B podrían constituir una nueva estrategia terapéutica para prevenir o 
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